Estudo das Comunidades Bacterianas em Locais de Deposição de Resíduos Mineiros by Ana Patrícia da Rocha Cardoso
  
 
 
MESTRADO INTEGRADO EM ENGENHARIA DO AMBIENTE 
2014/2015 
 
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS 
EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS 
MINEIROS 
 
ANA PATRÍCIA DA ROCHA CARDOSO 
 
Dissertação submetida para obtenção de grau de 
MESTRE EM ENGENHARIA DO AMBIENTE 
 
Presidente do Júri: Cidália Maria de Sousa Botelho 
(Professor Auxiliar do Departamento de Engenharia Química da Faculdade de Engenharia da 
Universidade do Porto) 
 
 
 
Orientador Académico: Olga Cristina Pastor Nunes 
(Professora Auxiliar do Departamento de Engenharia Química e Membro Integrado do 
Laboratório de Engenharia de Processos, Ambiente, Biotecnologia e Energia) 
 
 
 
Coorientador Académico: Maria Cristina da Costa Vila 
(Professora Auxiliar do Departamento de Engenharia de Minas) 
 
 
(JULHO, 2015)
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
II 
  
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
III 
MESTRADO INTEGRADO EM ENGENHARIA DO AMBIENTE 
 
FACULDADE DE ENGENHARIA DA UNIVERSIDADE DO PORTO 
Rua Dr. Roberto Frias, s/n 4200-465 Porto; Portugal 
VoIP/SIP: feup@fe.up.pt 
ISN: 3599*654 
Telefone: +351 22 508 14 00 
Fax: +351 22 508 14 40 
URL: http://www.fe.up.pt 
Correio Eletrónico: feup@fe.up.pt 
 
Reproduções parciais deste documento serão autorizadas na condição que seja mencionado o autor e 
feita referência a Mestrado Integrado em Engenharia do Ambiente 2014/2015, Faculdade de Engenharia 
da Universidade do Porto, Porto, Portugal, 2015. 
 
As opiniões e informações incluídas neste documento representam única e exclusivamente o ponto de 
vista do respetivo autor, não podendo o editor aceitar qualquer responsabilidade legal ou outra em 
relação a erros ou omissões que possam existir. 
 
Este documento foi produzido a partir de versão eletrónica fornecida pelo respetivo autor. 
  
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
IV 
  
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
V 
AGRADECIMENTOS 
 
Aos meus pais, por todo o amor, carinho e apoio ao longo desta etapa e por me terem possibilitado a 
chegada até esta fase da minha vida. 
À minha querida irmã pelo apoio incondicional, constante preocupação e por toda a ajuda na realização 
deste trabalho. 
Às professoras Doutoras Olga Nunes e Maria Cristina Vila, agradeço pela orientação deste trabalho de 
investigação e pela disponibilidade no esclarecimento de dúvidas. 
À empresa SOMINCOR, Sociedade Mineira de Neves-Corvo,S.A. pela amostra gentilmente cedida para 
o desenvolvimento deste trabalho de investigação. 
Aos centros de investigação LEPABE, CERENA E LSRE, financiados pela Fundação para a Ciência e 
Tecnologia – FCT. 
À Ana Reis, Sara Teixeira, Rita Lopes, Mário Sousa, Patrícia Reis, Vera Sousa, Liliana Pereira e Dona 
Maria do Céu Lopes por generosamente me terem recebido no seu grupo de trabalho, e por toda a ajuda 
disponibilizada. 
Aos meus colegas e amigos por me terem apoiado nos momentos mais difíceis, pela disponibilidade, 
pela partilha de conhecimentos, pelas recordações, pela transmissão de confiança e força em todos os 
momentos vividos. 
  
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
VI 
  
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
VII 
RESUMO  
A presente dissertação teve como objetivo primordial a caracterização das comunidades bacterianas 
existentes em resíduos provenientes de uma exploração mineira, na tentativa de construir um ponto de 
partida para a elaboração de uma base de dados relativa aos microrganismos característicos dos 
rejeitados provenientes do tratamento de minérios. O caso de estudo foi desenvolvido a partir de uma 
amostra representativa dos resíduos do processo da lavaria do cobre da mina de Neves-Corvo (Castro 
Verde, Beja). 
Enumeraram-se as populações quimio-organo-heterotróficas e quimio-lito-autotróficas na amostra 
original, e avaliou-se o potencial da comunidade microbiana presente para biolixiviar metais. Efetuou-
se o registo da evolução das concentrações de metais (cobre, zinco, ferro), bem como de sulfatos e 
sulfitos ao longo de 70 dias de incubação. Este processo incidiu sobre três amostras criadas 
especificamente para o efeito, das quais duas delas derivarem diretamente da amostra original, sendo 
uma constituída por 1000 ml da amostra original e 10 g de concentrado de cobre, e a outra somente por 
500ml da amostra original, 500 ml de meio mineral e 10 g de concentrado de cobre, a terceira amostra 
foi preparada como controlo, sendo somente constituída por 1000 ml de meio mineral e 10 g de 
concentrado de cobre. A criação das duas amostras contendo o resíduo mineiro e sua diferenciação 
quanto à quantia do mesmo para cada uma, teve como intuito averiguar qual o efeito que uma diluição 
do resíduo produz sobre o fenómeno de biolixiviação e no crescimento/inibição bacteriana. 
Complementarmente foram efetuados espalhamentos para estas amostras por forma a determinar a 
influência do fenómeno de biolixiviação no desenvolvimento microbiano. 
De forma a identificar os microrganismos presentes em todas as amostras em estudo (original e 
derivadas), foi aplicada a seguinte metodologia: espalhamento das amostras; isolamento bacteriano; 
realização de testes bioquímicos e extração de DNA; aplicação da técnica de PCR; eletroforese em gel 
de agarose; purificação dos produtos de PCR e sequenciação dos mesmos. 
Este estudo permitiu concluir que a amostra original continha populações quimio-organo-heterotróficas 
e quimio-lito-autotróficas cultiváveis nos meios Plate Count Agar (PCA) e DSMZ 71, respetivamente. 
As populações quimio-organo-heterotróficas e quimio-lito-autotróficas apresentaram uma densidade de 
cerca de ~103 UFC/ml após 10 dias da colheita. Nenhum organismo litotrófico foi capaz de crescer 
quando submetido ao processo de purificação. A população organotrófica era constituída principalmente 
por Brevundimonas, Straphylococcus e Bacillus, organismos provavelmente provenientes da água usada 
no processo de tratamento efetuado na lavaria do cobre da mina de Neves-Corvo. 
A população microbiana na amostra em estudo presente foi capaz de lixiviar Fe (Ferro), Cu (Cobre), Zn 
(Zinco) assim como compostos de enxofre do concentrado de cobre, sugerindo que poderá ser usada no 
futuro em processos de biolixiviação. 
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ABSTRACT 
The present thesis had as main objective the characterization of existing bacterial communities in mining 
environments, in an attempt to increase the knowledge of microorganisms capable of living in mining 
areas. The case study was developed from a representative sample of the fresh tailings at the end point 
of the plant of Neves-Corvo mine (Castro Verde, Beja). 
Organo-chemo-heterotrophic and chemo-litho-autotrophic populations were enumerated in the original 
sample, and the potential of the microbial community present to bioleaching metals was also assessed. 
Metal concentrations (copper, zinc, iron) were determined, as well as sulphates and sulphites over 40 
days of incubation. 
The incubation period was extend in order to analyse the 30 days concentrations of copper and zinc, to 
ensure the observed trends in the initial incubation period (40 days). 
This process focused on three samples created specifically for the purpose, of which two of them are 
directly derived from the original sample, one being constituted by 1000 ml of the original sample and 
10 g of copper concentrate, and the other by only 500 ml of the original sample, 500 ml mineral medium 
and 10 g of copper concentrate, the third sample was prepared as a control, being composed of only 
1000 ml medium mineral and 10 g of copper concentrate. The two samples containing the tailings in 
different volumes, aimed to determine the effect that one dilution of the residue produces on the 
phenomenon of bioleaching and bacterial growth/inhibition. In addition, scatterings were performed for 
these samples in order to determine the influence of the bioleaching phenomenon in microbial 
development. 
In order to identify the microorganisms present in all samples (original and derivatives), the following 
methodology was applied: scattering of samples; bacterial isolation; conducting biochemical tests and 
DNA extraction; application of PCR technique; agarose gel electrophoresis; purification of PCR 
products and sequencing them. 
This research work led to the conclusion that the original sample contained organo-chemo-heterotrophic 
and chemo-litho-autotrophic populations cultivable in Plate Count Agar medium (PCA) and DSMZ 71, 
respectively. The organo-chemo-heterotrophic and chemo-litho-autotrophic populations exhibited a 
density of about ~ 103 CFU/ml after 10 days of harvest. None chemo-litho-autotrophic organisms were 
able to grow when subjected to the purification process. The organo-chemo-heterotrophic population 
consisted mainly of Brevundimonas, Straphylococcus and Bacillus organisms probably coming from 
the water used during the copper are processing. 
The microbial population present in the sample under study was able to leach Fe (Iron), Cu (Copper), 
Zn (Zinc) as well as copper concentrate sulfur compounds, suggesting that it can be used in the future 
in bioleaching processes. 
 
 
 
 
KEYWORDS: MINING; BACTERIAL COMMUNITIES; DNA; BIOLEACHING; 16S rRNA GENE; 
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1.  
INTRODUÇÃO 
A presente dissertação enquadra-se no tema do estudo das comunidades bacterianas características de 
ambientes mineiros. Esta foi elaborada para cumprir os requisitos necessários para a obtenção do grau 
de mestre no âmbito da unidade curricular Dissertação do Mestrado Integrado em Engenharia do 
Ambiente, realizada em ambiente académico, elaborada sob orientação das Professoras Doutoras Maria 
Cristina Vila e Olga Pastor Nunes, nas instalações da Faculdade de Engenharia da Universidade do 
Porto. 
1.1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 
A exploração de recursos geológicos teve um considerável contributo para a evolução da civilização 
humana. Desde a antiguidade o homem utiliza os bens naturais existentes na crosta terrestre para a sua 
sobrevivência, nomeadamente a água, solo (entre outros). Da utilização de fragmentos de rochas 
lascados para o auxílio de tarefas como a preparação de uma refeição, até à atualidade onde o homem 
evoluiu a sua inteligência de tal forma que conseguiu construir estruturas gigantescas capazes de garantir 
a transposição de milhares de pessoas de uma margem para a outra de um canal, rio, entre outros. 
Com a evolução dos tempos, o homem conseguiu aperfeiçoar as técnicas de extração destes recursos 
porém, inevitavelmente, existe a produção de produtos secundários, e na grande maioria das situações, 
estes são rejeitados pelo homem pelo seu valor económico ser considerado nulo. A indústria extrativa 
permite a obtenção de matéria-prima, no seu estado mais natural, que é encaminhada para a indústria 
secundária onde é transformada em produtos para o consumo humano. Esta transformação tem efeitos 
positivos para o homem, mas tem certos efeitos negativos para o meio ambiente, como a deposição de 
subprodutos, por vezes tóxicos, a céu aberto. 
Na extração de recursos minerais são produzidos quantidades muito elevadas de resíduos (provenientes 
quer da exploração mineira, quer da respetiva instalação de tratamento de minérios) que, quando não 
são encaminhados para tratamento e/ou outro fim, permanecem em locais perto das explorações às 
condições ambientais presentes nestes mesmos locais. A nível ambiental, a atividade mineira pode ser 
considerada preocupante quando estes resíduos não são tratados pois podem acarretar problemas 
ambientais sérios, degradando assim o ambiente do local em causa. Por outro lado, as grandes porções 
de resíduos aglomerados em escombreiras podem conter teores interessantes de metais com grande valor 
económico, que podem ser sido considerados secundários na altura da sua exploração, ou não detetados 
depois do seu tratamento, mas que à luz da economia atual podem deter um elevado potencial 
económico, sendo de considerar o seu reprocessamento. 
Nas escombreiras e ainda nos materiais resultantes de tratamento físico e químico de resíduos mineiros 
desenvolvem-se comunidades bacterianas especificas de acordo com o tipo de solo e de resíduos nele 
inserido. Estas comunidades, quando devidamente estudadas, podem-nos oferecer informações 
relevantes acerca de metais preciosos existentes no local, que podem ser quantificados e explorados para 
o seu possível aproveitamento. Atualmente existem técnicas e/ou ferramentas capazes de efetuar este 
aproveitamento através de métodos biológicos. O seu estudo pode servir de rampa de lançamento para 
o estudo de locais onde existem escombreiras e antigas minas com viabilidade para o aproveitamento 
destes metais com valor económico considerável. Através de processos biológicos é possível a 
recuperação destes metais e o seu uso para os mais diversos fins.  
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1.2. OBJETIVO DO ESTUDO E PLANIFICAÇÃO DA TESE 
1.2.1. OBJETIVO DO ESTUDO 
Este trabalho foi elaborado focando-se apenas no estudo de uma amostra de resíduos representativa da 
reta final do tratamento da lavaria do cobre da Mina de Neves-Corvo, localizada no concelho de Castro 
Verde, distrito de Beja, em que as características serão apresentadas numa das seções do presente 
trabalho. 
Esta amostra foi submetida a diversos estudos e ensaios necessários para a quantificação das 
comunidades bacterianas presentes com o objetivo de enumerar a população quimio-organo-
heterotrófica e quimio-lito-autotrófica presentes. Para tal foi utilizado o método de espalhamento em 
placa de Petri usando dois meios de cultura diferentes. Este método foi utilizado com o intuito de efetuar 
o isolamento de microrganismos por forma a obter culturas puras para a sua posterior extração de DNA 
bacteriano necessário para a correta identificação, quando comparadas as sequências obtidas às 
sequências de nucleótidos existentes na literatura. A obtenção do DNA das bactérias cultivadas é a chave 
para a comparação dos resultados obtidos com artigos publicados sobre o tema em análise, e assim ser 
possível a construção de uma pequena base de dados sobre os microrganismos característicos, para o 
caso de estudo, da lavaria do cobre da Mina de Neves-Corvo. Foi igualmente realizada, em paralelo com 
o trabalho anterior, a extração de DNA total da amostra para a identificação e composição da 
comunidade total e, a quantificação da concentração de metais em solução na amostra em estudo ao 
longo de um certo período de incubação com o objetivo de avaliar a capacidade da comunidade 
microbiana autóctone para a solubilização de metais.  
1.2.2. ORGANIZAÇÃO DO TRABALHO 
Para melhor compreensão da temática do presente trabalho, é possível subdividir este projeto em quatro 
partes distintas para além da introdução. A primeira seção está relacionada com todos os fundamentos 
teóricos necessários para a realização deste trabalho assim como a bibliografia utilizada para este efeito; 
a segunda seção está relacionada com as metodologias utilizadas para a realização dos ensaios, 
nomeadamente, metodologias associadas ao cultivo da amostra representativa do local de estudo, técnica 
de extração de ADN, entre outras técnicas utilizadas que estão devidamente descritas nesta seção, e os 
materiais e instrumentos usados com a finalidade de cumprir os objetivos propostos ao tema; a terceira 
seção do estudo está focada na análise, condução das experiências e discussão de resultados, onde são 
apresentados os resultados obtidos de todas as técnicas aplicadas, assim como a revisão, análise e 
averiguação dos mesmos, visto que o tema em estudo se tratar de um projeto em que não existe uma 
base teórica fundamentada acerca de comunidades bacterianas em ambientes mineiros. Tendo em conta 
este alicerce, os resultados devem ser aprofundadamente estudados com o intuito de entender todas as 
circunstâncias reais para a correta identificação das comunidades bacterianas presentes no local de 
estudo. Para tal, são utilizadas bases de dados internacionais credíveis para o seu correto 
reconhecimento. A quarta secção deste documento incidirá sobre as considerações terminais decorrentes 
da investigação, onde serão expostas as apreciações finais e estabelecidas as relações entre as questões 
base desta investigação e os resultados obtidos decorrentes da mesma, de forma a dar resposta ou tentar 
estabelecer conexões entre os objetivos primordiais previamente definidos. Será ainda deliberado sobre 
eventuais recomendações futuras ao que ao tema de investigação diz respeito, por fim será discutido a 
contribuição de elementos para futura investigação. O documento termina com a apresentação das 
referências bibliográficas e os anexos, onde estão presentes os acréscimos necessários à execução de 
certos procedimentos efetuados. 
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2.  
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. EXTRAÇÃO E APROVEITAMENTO DE RECURSOS 
GEOLÓGICOS E A PRODUÇÃO DE RESÍDUOS 
2.1.1. A EXTRAÇÃO MINEIRA 
Atualmente, a sociedade está extremamente dependente da utilização de recursos como a água, o solo e 
os minerais. O solo é um bem fundamental para toda a humanidade. Deste são retirados recursos 
essenciais, matéria-prima, necessários para o crescimento e progresso a nível industrial. Do ponto de 
vista da sociedade humana, é possível afirmar que são igualmente necessários para todas as áreas 
relacionadas, entre outras, com o ordenamento de território (vias de comunicação, etc.), gestão de 
infraestruturas e transportes essenciais para o desenvolvimento dos espaços ocupados e/ou utilizados 
pelo homem. Para a exploração de recursos é necessário a contratação de mão-de-obra qualificada o que 
a nível socioeconómico é bastante positivo, pois a criação de novos postos de trabalho vão originar 
movimentação de recursos humanos, transação de comércio mineiro e dinamização da economia em 
geral. Este sector está fortemente dependente da oferta e da procura a nível mundial, por isso mesmo o 
grau de inovação tecnológico deve ser continuadamente melhorado e aperfeiçoado para que este 
mercado não evolua para um estado de estagnação (Caxaria, 2005). 
A indústria extrativa tem vindo a sofrer profundas alterações das suas características a nível mundial. 
Esta ideia reside no facto de que cada vez mais existirem locais destinados à exploração mineira, fruto 
da intensa globalização que atualmente existe, em que os custos associados a este tipo de exploração 
serem mais reduzidos e os lucros se tornarem mais elevados. Este tipo de exploração é, contudo, 
“empurrado” para países com menores taxas de desenvolvimento, visto que nestes, as exigências 
ambientais não são tão severas como as praticadas em países com maior taxa de desenvolvimento, assim 
as condições de trabalho podem ser consideradas, consequentemente, menos reguladas (Costa, 2002). 
A indústria em Portugal poderia acompanhar estes movimentos transitórios face à evolução económica 
e à sua inserção na comunidade europeia, porém, é condicionada pela natureza dos recursos encontrados 
e pelas tecnologias em vigor essenciais para um acréscimo de valor do próprio material e valor 
económico. Assim tornou-se inviável a produção de matérias-primas de alto valor associado pela 
deficiente tecnologia aplicada, comparando com os países tecnologicamente mais desenvolvidos. 
Porém, Portugal não deixa de ter um sector mineiro de elevada importância para a indústria nacional e 
internacional (Costa, 2002). 
A existência de normas ambientais e legislações criadas para minimizar e monitorizar todas as atividades 
relacionadas com a indústria extrativa não terminam nem, por vezes, mitigam os impactes causados pela 
extração de recursos. As áreas sujeitas a exploração sofrem modificações e transformações, por vezes 
irreversíveis, no coberto vegetal, pois este é retirado para o início da exploração e o relevo alterado pela 
retirada de um grande volume de matéria-prima essencial para os crescentes pedidos relacionados com 
as atividades industriais que tratam e transformam estes materiais. Estas empresas são responsáveis por 
todas as suas atividades, assim como a parte relacionada com o meio ambiente. O setor mineiro deve 
cumprir todos os requisitos ambientais propostos e ajudar à consciencialização da população que é 
necessária a manutenção das explorações porém de forma sustentável, assumindo se como empresas 
cumpridoras dos requisitos ambientais exigidos (Cruz, et al., 2014). 
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Os recursos geológicos são bens que existem na natureza, que são explorados pelo homem e 
aproveitados para os mais diversos fins. Estes recursos são resultado de um longo e lento processo 
geológico que o homem não é capaz de assistir na sua vivência, por isso devem ser explorados de forma 
sensata e correta, principalmente os recursos não renováveis. Os recursos geológicos podem ser sólidos, 
líquido ou gasosos. Para o caso de estudo, a extração mineira é a área mais conveniente de ser analisada. 
A extração mineira é essencial para a atividade industrial pois são produzidos materiais vitais para a 
construção de bens que utilizamos no dia-a-dia, por isso a continuidade da produção destes recursos é 
essencial para a conservação e possível melhoria dos padrões de vida atualmente vividos.  
Nos anos 90 assistiu-se à evolução da estrutura de exploração, com o arranque de um importante local 
de exploração, a mina de Neves-Corvo. Esta década foi caracterizada pela dominância da exploração de 
concentrado de cobre e estanho desta mesma mina (Costa, 2002). 
A mina de Neves-Corvo é uma exploração mineira em laboração na faixa piritosa ibérica (FPI). É, 
atualmente, um dos projetos da indústria mineira com mais relevância a nível mundial, visto se tratar da 
maior mina de exploração de cobre na Europa. Esta exploração dedica-se à extração de cobre e mais 
recentemente do zinco, tendo deixado de produzir estanho. Este jazido de sulfuretos maciços foi 
descoberto em 1977 e é propriedade da empresa SOMINCOR S.A. (Sociedade Mineira de Neves Corvo 
S.A.). Desde novembro de 2006 faz parte do grupo LUNDIN (Lundin Mining Corporation) empresa de 
exploração mineira sueco-canadiana (SOMINCOR - Sociedade Mineira de Neves Corvo, 2015). 
A mina de Neves-Corvo está localizada na região do Baixo Alentejo, mais precisamente no distrito de 
Beja, concelho de Castro Verde (figura 1), na região sul no extremo ocidental da FPI situando-se a 
aproximadamente, 220 km de Lisboa e a cerca de 102 km de Faro. Esta exploração mineira está situada 
próxima da falha Messejana, numa zona caracterizada geologicamente por bacias sedimentares meso-
cenozoicas do quaternário e numa zona hercínio e proterozoico devónico superior e carbónico inferior 
(figura 2).
 
Figura 1 - Localização da mina de Neves-
Corvo (SOMINCOR - Sociedade Mineira 
de Neves Corvo, 2015). 
 
Figura 2 - Carta geológica de Portugal 
(Laboratório Nacional de Energia e 
Geologia (LNEG), 2015). 
Segundo a empresa proprietária e responsável pela exploração e manutenção de todas as atividades 
relacionadas com a mina, cada vez mais são efetuados investimentos para aumentar a capacidade de 
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extração e de produção de cobre e zinco dos jazidos em atividade. Estes investimentos criam mais 
oportunidades de emprego assim como aumenta a quantidade de matéria-prima exportada para países 
consumidores deste minério português (SOMINCOR - Sociedade Mineira de Neves Corvo, 2015). 
Porém, o aproveitamento racional dos recursos minerais dados pela natureza implica o seu estudo, 
conhecimento e caracterização destes para que o seu uso e valorização seja o melhor possível. Este 
processo exige um estudo detalhado e reconhecimento geológico (com a prospeção mineira e avaliação 
da matéria-prima obtida) e posteriores estudos laboratoriais, nomeadamente, o estudo mineralógico, 
químico e tecnológico a ser aplicado (Ramos, 2012). 
Não foi em vão que a exploração da mina de Neves-Corvo começou (assim com uma vasta gama de 
explorações em atividade em Portugal), as condições do local (geológicas e estruturais) assim o 
proporcionaram. A sua laboração é considerada poluidora e criadora de impactes negativos no ambiente, 
visto que na sua exploração são originados resíduos, lamas, escombros, e, durante o período de atividade 
a zona em redor está sujeita diariamente a ruídos próprios da exploração (Ramos, 2012). 
A recuperação ambiental é um dos passos mais importantes a ter em consideração durante a exploração 
e no posterior encerramento da sua atividade. Devem ser estudadas hipóteses e monitorizadas todas as 
fases de laboração para tentar entender o que deve ser feito para valorizar o local degradado. Os 
investimentos a ser realizados nesta tipologia de indústria são elevados e os fundos arremetidos de alto 
risco. São inúmeros os impactes ambientais deste sector, assim como riscos para a saúde e acidentes de 
trabalho, que devem ser encarados vitais para as empresas de exploração mineira (Gonçalves, 2011). 
 
2.1.2. IMPACTES DA EXTRAÇÃO MINEIRA 
A exploração de minerais até à Primeira Revolução Industrial era escassa e pouco desenvolvida. Porém, 
teve um impulso relativamente elevado quando o crescimento da indústria exigiu a recolha de recursos 
do meio ambiente necessários para acompanhar o desenvolvimento e crescimento acentuado que os 
diferentes países estavam a atravessar. O crescimento populacional contribuiu igualmente para a retirada 
da natureza de volumes cada vez maiores destes recursos. Com o crescimento da exploração mineira, 
aumenta a produção de materiais que, por não deterem qualquer tipo de interesse económico, são 
colocados à parte em enormes pilhas. A estes materiais, denominados de resíduos, devem ser aplicados 
em diferentes tipos de tratamentos para que, não se tornem uma ameaça para a Natureza (deterioração 
de espaços) e para o Homem (deterioração da saúde) (Costa, 2002). 
Os recursos minerais explorados, com o ouro, prata, cobre e muitos outros, produzem na Natureza 
impactes negativos profundos em vários ambientes terrestes (poluição de águas e solos), dependendo do 
local da exploração mineira. Um dos impactos visuais mais importante é sem dúvida a alteração 
paisagística, visto que toda a cobertura vegetal é retirada para a exploração, deixando os solos mais 
disponíveis à erosão, assim como o relevo dos terrenos é alterado. A existência de legislação e de todas 
as normas ambientais é substancial pois vão fiscalizar e regulamentar o cumprimento de todas as normas 
para a extração mineira. As empresas tem um papel fundamental no que diz respeito à sustentabilidade 
dos recursos geológicos e devem zelar pela qualidade ambiental de todas as suas atividades, assim como 
para o correto tratamento e reencaminhamento dos resíduos produzidos no cumprimento das suas 
funções (Cruz, et al., 2014). 
Segundo o Decreto-Lei nº178/2006 de 5 de setembro, resíduo é “…qualquer substância ou objeto de 
que o detentor se desfaz ou tem intenção ou a obrigação de se desfazer…” e mais indicado para o tema 
em análise “…resíduos de extração e preparação de matérias-primas, tais como resíduos de exploração 
mineira…”. (Ministério do Ambiente, do Ordenamento do Território e do Desenvolvimento Territorial, 
2006). Estes resíduos resultantes da extração e tratamento de minério devem ter um destino de acordo 
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com a sua condição física e química, alguns devem ser tratados antes da sua cedência para o ambiente, 
outros, quando inertes, podem ser acumulados em locais tipicamente denominados de escombreiras 
(aterro de estéreis).  
Posteriormente ao encerramento de uma atividade mineira, os impactos são averiguados quando não são 
tomadas medidas preventivas para o isolamento dos resíduos e impermeabilização do local de deposição. 
Estes resíduos, expostos às condições ambientais do local, estão sujeitos à oxidação com a consequente 
libertação de hidrogeniões, que originam um aumento do conteúdo de sais solúveis no local e 
consequente aumento da acidez. O local onde estes resíduos se encontram (escombreiras) tornam-se 
assim excessivamente ácidos para sustentar o desenvolvimento vegetal.  
Estas escombreiras contribuem para a degradação e contaminação do ambiente, visto serem capazes de 
incorporar sulfuretos aptos a reagirem até formarem águas ácidas, tornando-se estas capazes de dissolver 
elementos químicos tóxicos, lixiviando-os, e transportando-os até distâncias consideráveis, quando estas 
estão sujeitas a processos de lixiviação, em que os produtos resultantes deste decurso vão contaminar 
solos e água (superficial e subterrânea). O risco de contaminação destas áreas e na sua envolvência é 
por isso elevado (Sutton & Dick, 1987). 
As escombreiras abandonadas em locais de antigas explorações mineiras, algumas com centenas de 
anos, podem apresentar teores interessantes de metais preciosos e/ou metais de alta tecnologia, que 
podem ter sido considerados secundários ou mesmo sem interesse na altura da sua exploração. Estes 
podem ser aproveitados e recuperados através de métodos biológicos como a biolixiviação e a 
bioacumulação. 
2.1.3. O PROCESSO DE BIOLIXIVIAÇÃO 
Atualmente, o homem utiliza nas suas atividades grandes quantidades de minerais que, num futuro 
próximo, pode tender a esgotar as reservas ainda existentes. Assim torna-se importante e vital o estudo 
das possibilidades existentes no reaproveitamento destes minerais em minas que, à partida, a sua 
concentração era considerada baixa, ou em materiais rejeitados. Para tal é necessário verificar quais são 
os processos que têm um desempenho satisfatório e que os custos de operação sejam mais baixos face 
ao investimento. Uma alternativa é então a biolixiviação, técnica onde é possível a extração de metais 
através do envolvimento de microrganismos específicos. São várias as vantagens relacionadas com este 
tipo de aproveitamento de metais de interesse entre as quais: os microrganismos são capazes de produzir 
“matéria-prima” necessária para os processos metalúrgicos convencionais, o que faz com que exista 
uma economia em relação a custos operacionais; este processo exige um baixo consumo energético 
quando comparados com outros processos, nomeadamente, com a utilização de grande reatores em que 
o consumo de energia é muito alto; visto que as instalações utilizadas para este tipo de processo são 
relativamente simples, o investimento inicial e o custo de operação podem ser facilmente suportados 
(Watling, 2006). 
Este processo não é controlado quando ocorre em rejeitados minerais abandonados e onde existe 
drenagem ácida, em que grandes quantidades de metais são dissolvidos e arrasados para o solo e para 
os recursos hídricos, contaminando-os. Quando o processo é controlado, os microrganismos são capazes 
de oxidar então os sulfuretos minerais, e através de processos secundários à biolixiviação, existe a 
capacidade de remover controladamente o material desejado presente em resíduos. Tendo em conta estes 
princípios, pode-se afirmar que é possível a utilização da biolixiviação para o tratamento de minérios 
abandonados, evitando-se assim a drenagem ácida que existe neste tipo de ambiente, e com a vantagem 
de ser possível a recuperação de metais com elevado valor económico, ou apenas metais com interesse. 
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A biolixiviação é um processo de dissolução de sulfuretos minerais que resultam da ação de um 
determinado grupo de microrganismos característicos. Estes são capazes de gerar drenagens ácidas a 
partir de materiais rejeitados (Pradhan, et al., 2008). 
Existem técnicas específicas para operação dos processos de biolixiviação de acordo com o tipo de 
material que onde vai ser implementada a técnica. As principais técnicas utilizadas na prática de 
processos de biolixiviação são: lixiviação em pilhas e lixiviação em tanques agitados (Watling, 2006). 
Estas técnicas são aplicadas de acordo com as características do minério, quantidades e granulometria, 
e à sua capacidade para o processo de biolixiviação, assim a lixiviação em pilhas pode ser empregada 
em grandes volumes de minério em formato prismático, em que a sua superfície é colocada uma solução 
ácida e adição de microrganismos lixiviantes. Como na base desta pilha deve ser colocada uma base 
impermeabilizada, esta não deixa que a solução formada nos resíduos se infiltre no solo e que seja sim 
coletada para um tanque. A extração do metal de interesse é posteriormente realizada para obtenção da 
máxima quantidade possível. 
Na lixiviação que ocorre naturalmente em rejeitados, não existe nenhuma forma particular associada a 
este tipo de lixiviação, esta ocorre em materiais depositados de acordo com a configuração dos terrenos 
nas proximidades das minas. É um processo natural que pode ser aplicado às escombreiras das minas. 
Devido ao maior contacto entre a solução oxidante e a superfície dos minerais, o método da biolixiviação 
em tanques agitados é mais eficiente que os anteriormente mencionados (sistemas estáticos). Este 
processo é utilizado em grandes tanques (abertos ou sob pressão) e a sua agitação pode ser realizada 
com recursos a sistemas mecânicos ou com injeção de ar, para além da vantagem de poder ser mediado 
e serem controladas todas as variáveis envolvidas no processo. Porém, este processo tem como principal 
desvantagem o custo de operação, relativamente aos restantes, sendo apenas utilizado para 
decomposição de minérios que possuam elevadas quantidades de metais e/ou possuam metais com 
elevado valor económico, como ouro e prata (Ahmadi, et al., 2010). 
2.1.3.1. MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NO PROCESSO 
Os microrganismos mais competentes para a biolixiviação de sulfuretos polimetálicos são geralmente 
acidófilos (microrganismos que tem preferência por meios ácidos), quimio-quimio-lito-autotróficos 
(fonte de energia são os compostos químicos inorgânicos), autotróficos (fixação de dióxido de carbono). 
Estes também são identificados e classificados de acordo com a temperatura em que crescem e se 
desenvolvem, nomeadamente, mesófilos (até aproximadamente 40°C), e termófilos (de 
aproximadamente 40°C até aproximadamente 80°C) (Shippers & Sand, 1999). O processo de 
biolixiviação permite a recuperação de determinados metais a partir de minérios pobres ou resíduos de 
minas (sulfuretos de ferro com pequenas quantidades de metais preciosos, como o cobre e o ouro, por 
exemplo) por ação destas bactérias oxidantes. 
A Acidithiobacillus ferrooxidans, corresponde a um dos microrganismos, associados ao fenómeno de 
biolixiviação, mais estudados, tendo sido um dos primeiros a ser isolado a partir de explorações 
mineiras, pelo que durante anos foi considerada a espécie dominante neste tipo de ambientes (Johnson, 
2001) (Watling, 2006). Porém alguns autores defendem que esta não se trata da espécie mais relevante 
para a ocorrência deste fenómeno, sendo apontada por alguns estudos recentes apenas como mais uma 
das espécies microbianas envolvidas neste processo (Zhang, et al., 2008) (Plumb, et al., 2008). 
Esta pode ser caracterizada segundo a forma, como bastonete, para a técnica de Gram está classificada 
Gram-negativa, e relativamente à multiplicação celular esta ocorre por divisão binária, utilizando 
preferencialmente como substrato compostos reduzidos de enxofre e sulfuretos minerais, fixando 
também iões ferrosos para manutenção do seu metabolismo (Ehrlich & Newman, 2008). Quanto às suas 
especificidades de crescimento e desenvolvimento, este microrganismo apresenta um crescimento ótimo 
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para a uma temperatura próxima dos 30ºC (bactéria mesófila) e para uma gama de pH entre 1,8 e 2,5 
(acidófila) (Donati & Wolfgang, 2007). Este microrganismo apresenta uma marcada resistência a 
elevadas concentrações de iões metálicos, sendo esta uma característica de extrema importância para o 
processo de biolixiviação, devido ao aumento progressivo das concentrações de metais registadas neste 
fenómeno (Novo, et al., 2000). 
A Acidithiobacillus thiooxidans é de extrema importância para a ocorrência do fenómeno de 
biolixiviação, por possuir a capacidade de oxidar o enxofre elementar (S0) a ácido sulfúrico, capacidade 
essa que contruiu para a manutenção do sistema reacional dentro da faixa de acidez de interesse para a 
ocorrência do processo (Donati & Wolfgang, 2007). 
Em termos de caracterização esta bactéria evidencia especificidades muito semelhantes ao caso anterior. 
Em termos de forma apresenta-se sob a forma de bacilo, e como Gram-negativa para a classificação de 
Gram, já no que diz respeito temperatura ótima de crescimento situa-se entre os 28ºC e os 30ºC 
(mesófila) (Garrity, et al., 2005). 
Este microrganismo é morfologicamente e fisiologicamente, em determinados aspetos, idêntica à 
espécie referida anteriormente (Acidithiobacillus ferrooxidans), sendo que grande diferença se prende 
com a sua menor capacidade de oxidar metabolicamente os iões ferrosos. Este microrganismo apresenta 
ainda relativamente ao Acidithiobacillus ferrooxidans, uma maior capacidade para tolerar ambientes 
elevada acidez, ou seja, suporta ambientes com elevadas concentrações de ácido sulfúrico (Donati & 
Wolfgang, 2007). Apresenta como valores pH ótimos de crescimento entre 2,0 a 3,0, porém suporta uma 
gama mais alargada de valores (0,5 a 5,5) (Garrity, et al., 2005). 
A importância da Leptospirillum ferrooxidans para o processo de biolixiviação tem vindo a evoluir à 
medida que se intensificam os estudos sobre organismos litotróficos (Sand, et al., 1992). 
Este microrganismo apresenta para o processo de biolixiviação uma grande importância, sendo das três 
estirpes bacterianas apresentadas aquela que patenteia maior capacidade de oxidação de iões ferrosos, 
sendo que apenas tem a capacidade para oxidar esta espécie iónica (Rohwerder, et al., 2003). Esta análise 
pode ser corroborada pelo estudo efetuado por Rawlings, et al., (1999), que confirmou que a L. 
ferrooxidans, quando comparada com a A. ferrooxidans, apresenta uma capacidade metabólica de 
oxidação dos iões ferrosos para baixos valores de potencial oxidação-redução (~600 mV), porém 
apresenta maior atividade para valores mais elevados, atingindo o seu potencial metabólico máximo 
para ~830mV. Podendo-se confirmar desta forma a sua grande afinidade para este tipo de iões, e sua 
elevada tolerância para altas concentrações destes. 
Quanto à sua caracterização esta apresenta algumas similaridades com as espécies anteriormente 
descritas, ou seja, é acidófila, tem um crescimento ótimo para um pH entre 1,5 e 3,0 (limites 1,3 a 4,0), 
mesófila, com uma temperatura ótima situada entre 32 e 35ºC, sendo inclusive termo tolerante, 
suportando temperaturas até 45ºC, sendo considerado por alguns autores como termófila-moderada 
(Johnson, 2001). 
Segundo Sand, et al., (1992) a melhor forma de atingir resultados mais satisfatórios para o processo de 
biolixiviação decorrerá da mistura das três espécies microbianas anterioremente descritas. 
2.1.3.2. FATORES QUE INFLUENCIAM O PROCESSO 
Dos processos descritos anteriormente, existem fatores com alguma relavância que podem afetar o 
desempenho da biolixiviação. O processo escolhido, a escala utilizada para o seu desenvolvimento e os 
fenómenos a este procedimento associados a nível químico e microbiológico, podem influenciar os 
resultados da biolixiviação.  
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O processo de biolixiviação ocorre num determinado ambiente, ou seja, este depende da natureza dos 
minerais em estudo. Este ponto é essencial visto que as características dos minerais, como a sua 
condutividade, pH,  a presença ou ausência de oxigénio e dióxido de carbono entre outras características. 
A não disponibilidade de dióxido de carbono poderá afetar o processo visto que os microrganismos 
utilizam o dioxido de carbono como fonte de carbono, e caso este não existe poderá existir inibição de 
crescimento bacteriano.  
Os microrganismos responsáveis pela biolixiviação, sendo estes redutores de ferro e enxofre, são 
aeróbios, logo é fundamental a presença de oxigénio na superficie dos minerais. Estes microrganismos 
(quimiotróficos) têm necessidades nutricionais e, assim sendo, necessitam de alguns nutrientes  com o 
azoto, fóforo, magnésio, entre outros (Pradhan, et al., 2008). Uma semelhante característica vital ao 
processo de dissolução de sulfuretos minerais é a temperatura. Esta, quando dentro dos limites aceitaveis 
de acordo com os microrganismos existentes no meio, pode favorecer a extração de metais quando 
próxima do limite superior (Romano, et al., 2001). 
Uma vez que a taxa de oxidação de ferro e enxofre existentes nos minerais depende da concentração de 
microrganismos presentes, quando esta concentração é baixa, as quantidades de metais extraídos serão 
baixas relativamente a um sistema com uma concentração celular elevada (em que, provavelmente, as 
quantidades de metais extraídas são mais elevadas) (Pradhan, et al., 2008). 
A microbiologia pode ser considerada como a base de sustentação para a vida no planeta Terra, pois 
sem esta fração da biosfera seria impossível a existência e subsistência de todos os ecossistemas do 
planeta. Sendo este um tema muito vasto e com um grande espectro de análise, tornar-se-ia 
extremamente fastidioso e exaustivo a elaboração de uma pesquisa retrospetiva sobre o tema, pelo que 
seria contraproducente a realização de uma revisão de literatura sobre o tema genérico da microbiologia. 
Porém a encontra-se no anexo I, um pequeno levantamento bibliográfico sobre o tema, lançando assim 
as bases para uma melhor compreensão e perceção dos métodos e das técnicas implementadas no 
presente caso de estudo, bem como o fundamento teórico diretamente relacionado com estes.  
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3.  
MATERIAIS E MÉTODOS UTILIZADOS 
Os ensaios realizados para a execução dos procedimentos que serão descritos foram elaborados no 
LEPABE - Laboratory for Process Engineering, Environmental, Biotechnology and Energy, e no 
Laboratório de Ciências do Ambiente, ambos pertencentes à Faculdade de Engenharia da Universidade 
do Porto. Os materiais utilizados, nomeadamente, as amostras utilizadas para o desenvolvimento deste 
projeto, foram cedidas pela empresa SOMINCOR – Sociedade Mineira de Neves-Corvo, S.A.  
3.1. MATERIAIS 
3.1.1. AMOSTRA DE RESÍDUO DA EXTRAÇÃO MINEIRA 
Para os ensaios realizados foi utilizada uma amostra de resíduos resultantes da etapa final de tratamento 
da lavaria do cobre da mina de Neves-Corvo (Diagrama de processo – ANEXO II).  
A amostra (na forma de polpa com uma percentagem de sólidos de 34% ± 3%) foi mantida à temperatura 
ambiente num recipiente em plástico. Esta amostra chegou às instalações da Faculdade de Engenharia a 
20 de Março de 2015 e começou a ser utilizada a 30 de Março de 2015. Nesta data a amostra foi sujeita 
a espalhamentos em placas de petri e, posteriormente, no dia 17 de abril foi utilizada para a preparação 
das soluções realizadas para o estudo do fenómeno de biolixiviação com a quantificação da concentração 
de metais de interesse em solução.  
Para a extração da amostra, posteriormente usada para a realização dos diferentes ensaios, foram tidos 
em atenção todos os cuidados necessários para não ocorrer contaminação. Este cuidado é fundamental 
para que a amostra apenas contenha as comunidades bacterianas presentes no local de extração mineira 
e não comunidades de bactérias nem outro tipo de organismos do local da tiragem da amostra para os 
devidos testes. Os frascos onde foram introduzidas as amostras foram previamente esterilizados e o local 
da recolha foi mantido em condições de assepsia (método através do qual se impede a difusão de 
microrganismos) com o auxílio de uma chama, e a bancada de trabalho foi previamente limpa e 
desinfetada. Na tabela seguinte estão indicadas as concentrações dos elementos constituintes da 
composição química dos sólidos da amostra em estudo. É possível verificar que existe uma concentração 
mais elevada dos elementos ferro e enxofre, relativamente aos restantes. 
Tabela 1 - Composição química da amostra de resíduo em estudo (SOMINCOR - Sociedade Mineira de Neves 
Corvo, 2015). 
Cu  Pb  Zn  S  Fe  Sn  As  Sb  Bi  Se 
ppm 
3,0 x 103 3,4 x 103 1,1 x 103 3,1 x 103 3,3 x 103 0,06 5,5 x 103 351 56 43 
 
3.1.2. AMOSTRA DE CONCENTRADO DE COBRE E ZINCO 
Esta amostra, recolhida na lavaria do cobre da mina de Neves-Corvo e guardada à temperatura ambiente 
num involucro de plástico, foi utilizada na incubação da amostra com os resíduos da mina. Encontrava-
se no estado sólido (pó extremamente fino – figura 3) que é originado da moagem por via húmida do 
minério (SOMINCOR - Sociedade Mineira de Neves Corvo, 2015). Esta amostra foi utilizada para testar 
a capacidade de biolixiviação dos microrganismos isolados da amostra anterior e quantificar a variação 
de certos metais ao longo de 40 dias de incubação (a explicação deste procedimento será esclarecida 
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
12 
com o decorrer do desenvolvimento das metodologias utilizadas). Na tabela 2 são indicadas as 
concentrações dos elementos químicos constituintes no concentrado de cobre em estudo.  
Os restantes materiais utilizados para todos os procedimentos efetuados vão sendo discriminados ao 
longo do texto para cada para um dos protocolos experimentais usados. 
 
Figura 3 - Aspeto físico do concentrado de cobre da Mina de 
Neves-Corvo. 
 
Tabela 2 - Composição química da amostra do concentrado de cobre em estudo (Moreira, 
2012). 
Cu  Zn Pb  Sn  Fe  S  As  Sb 
ppm 
2,4 x 105 3,4 x 104 7,9 x 103 2,3 x 103 3,4 x 105 3,0 x 105 2,4 x 103 5,1 x 102 
3.2. METODOLOGIAS E AMOSTRAGEM 
De acordo com o que foi proposto e projetado no início deste trabalho de investigação, foi seguida uma 
listagem de tarefas a desempenhar para o correto desenvolvimento do trabalho. Para tal, foram 
cumpridas as seguintes cláusulas (a ordem da realização dos trabalhos propostos pode não ter sido 
seguida à risca por fatores externos e/ou maior/menor facilidade de adquirir materiais): 
1. Tarefas desempenhadas com a amostra sujeita a espalhamentos 
 
a) Recolha de informação complementar ao trabalho (estudo dos meios de cultivo apropriados, 
condições de incubação entre outros fatores relevantes); 
b) Preparação dos meios de cultivo para os espalhamentos em placas de petri e de soluções 
salinas necessárias para as diluições realizadas na amostra inicial; 
c) Recolha da amostra, espalhamento em placas de petri e incubação; 
d) Contagens e registos de colónias de bactérias em determinados períodos de tempo (por 
exemplo, verificação do crescimento nas primeiras 24h de incubação); 
e) Isolamento dos diferentes tipos de colónias de bactérias que se desenvolveram nas placas de 
petri e registo das suas principais características; 
f) Realização de testes bioquímicos às colónias puras de bactérias (Gram, Catalase, Oxidase); 
g) Extração de DNA genómico bacteriano (de colónias puras de bactérias); 
h) Técnica de PCR, amplificação do gene 16S rRNA e eletroforese em gel de agarose; 
i) Purificação dos produtos resultantes da técnica de PCR;  
j) Sequenciação dos produtos de PCR (Esta técnica não é efetuada nas instalações da 
faculdade); 
k) Comparação das sequências obtidas com as que existem em bases de dados BLAST (Basic 
Local Aligment Search Tool) (National Library of Medicine, 2015) e na base de dados 
EzBioCloud em EzTaxon (The Jongsik Chun Lab. and Chunlab, Inc., 2014); 
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l) Criação de uma base de dados com os microrganismos característicos dos resíduos 
provenientes da lavaria do cobre da mina de Neves-Corvo. 
 
2. Tarefas desempenhadas com a amostra destinada à pirosequenciação 
 
a) Centrifugação da amostra líquida de resíduos da mina de Neves-Corvo, com recurso à 
centrifugadora BECHMAN AvantiTM Centrifuge J-25, dentro dos parâmetros que serão 
descritos no procedimento da técnica; 
b) Extração de DNA total utilizando Kit de extração PowerSoil® DNA Isolation Kit (o 
procedimento foi efetuado de acordo com as instruções do fabricante) (MO BIO 
Laboratories,Inc., 2015); 
c) Eletroforese da amostra de DNA extraído e posterior quantificação do DNA no instrumento 
de diagnóstico QubitTM fluorometer; 
d) Envio da amostra para pirosequênciação (Esta técnica não é efetuada na faculdade); 
e) Análise das sequências obtidas.  
 
3. Tarefas desempenhadas com a amostra destinada a um processo de incubação a 30°C em 
agitação constante para análise da concentração de metais em solução 
 
a) Incubação no período de 40 dias de 3 frascos tipo Schott com um volume total de 2000 ml 
(um frasco contendo 1000 ml da amostra, outro contendo 500 ml de amostra e 500 ml de 
meio mineral líquido (meio DSMZ 71), e finalmente o último com 1000 ml de meio 
mineral líquido; a todos os frascos foi adicionada a mesma quantidade de concentrado de 
cobre, para o caso de estudo foram adicionadas 10 g deste concentrado a cada um dos 
frascos referidos); 
b) Efetuar análises das concentrações de cobre, zinco, ferro total, assim como Fe2+ e Fe3+, 
sulfatos e sulfitos para os 0, 20 e 40 dias de incubação das amostras em agitação constante 
a 30°C; 
c) Realizar espalhamentos destas amostras; 
d) Efetuar os processos descritos anteriormente, nomeadamente, isolamentos das colónias de 
bactérias, realização de testes bioquímicos, extração de DNA, amplificação do gene 16S 
rRNA por PCR; 
e) Interpretação dos resultados dos espalhamentos (e subprodutos dos espalhamentos) e das 
análises aos elementos químicos em causa. 
3.2.1. TAREFAS DESEMPENHADAS COM A AMOSTRA SUJEITA A 
ESPALHAMENTOS 
3.2.1.1. PREPARAÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA 
Os meios de cultura são, genericamente, soluções químicas que contém como componentes essenciais 
os nutrientes para que seja possível o crescimento de microrganismos e posterior estudo dos mesmos. 
(Pelczar,Jr., et al., 1996). Os meios de cultura podem ser bastante diversificados dependendo da amostra 
ou material que vai ser estudado, assim, existem meios para a enumeração de microrganismos pela 
técnica de contagem de colónias, como é o caso do meio de cultivo PCA (Plate Cout Agar), meio 
escolhido para a enumeração de bactérias quimio-organo-heterotróficas, e meios mais seletivos como 
por exemplo o meio de cultura mineral DSMZ 71, meio selecionado para o crescimento de bactérias 
quimio-lito-autotróficas, que é um meio que apenas permite o crescimento seletivo de certos 
microrganismos. Ambos os meios referidos anteriormente foram utilizados o desenvolvimento do 
trabalho experimental em causa (Leibniz Association, 2015). 
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As placas utilizadas para o espalhamento do meio foram as placas de petri de plástico com 90 mm de 
diâmetro. Estas placas são constituídas por uma base e uma tampa, para que o conteúdo esteja protegido 
de qualquer contaminação que possa existir no ar, o meio é vertido na base. O procedimento para verter 
o meio é bastante simples, é necessário apenas ter em atenção as condições do local, nomeadamente, 
possíveis trabalhos que possam estar a ser realizados nas proximidades que possam contaminar o meio 
e, para evitar que tal aconteça, deve ser sempre usada uma chama nas proximidades dos frascos e das 
placas. Após o meio estar solidificado pode ser utilizado para a colocação de amostras para a 
multiplicação de microrganismos. 
O meio padrão PCA contém na sua formulação triptona e extrato de levedura como fontes de carbono, 
azoto e dextrose como fonte de hidratos de carbono. Foi usado para a preparação do meio de cultura o 
meio desidratado da empresa Merck®. As dosagens dos diferentes constituintes por g/l são as seguintes 
(os constituintes deste meio foram recolhidos para própria embalagem): Triptona (5,0 g), Extrato de 
levedura (2,5g), Dextrose (1,0 g), Agar (15,0 g). O pH final foi aproximadamente de 7,0±0,2 a 25°C. 
Para a preparação do meio, foram pesados 18,8 g de PCA para um frasco (Frasco para reagentes em 
vidro borosilicato, tampa rosca padrão GL com anel corta gotas SCHOTT® DURAN®) e adicionados 
800 ml de água destilada (as dosagens para a elaboração do meio vêm descritas no rótulo do produto). 
Foi introduzido um magneto para proceder à sua homogeneização num agitador magnético (Heidolph 
MR 300). Após o processo de homogeneização, o frasco foi colocado na autoclave P Selecta® a 121°C 
durante 15 minutos. Posteriormente à sua remoção do autoclave, o frasco é colocado no agitador 
magnético para arrefecer até uma temperatura em que seja possível segurar no mesmo e conseguir verter 
nas placas de petri (VWR Internacional, 2015). 
O meio de cultura mineral utilizado foi o DSMZ 71 - Acidithiobacillus ferrooxidans medium 
(thiosulfate)), é um meio bastante seletivo em que só conseguem crescer e multiplicar os 
microrganismos que estiverem adaptados aos sais que este contém. Assim, este meio contém substâncias 
que inibem o crescimento e multiplicação de determinados microrganismos, mas permite o crescimento 
e multiplicação de outros, neste caso, os que estão mais adaptados ao meio. A preparação deste meio foi 
realizada seguindo o protocolo fornecido pela DSMZ (Leibniz Institute DSMZ – German Collection of 
Microorganisms and Cells Cultures) (Leibniz Association, 2015). O meio é constituído e preparado com 
recurso aos seguintes constituintes (Para a preparação de 1000 ml de meio): Fosfato Monopotássico 
KH2PO4 (3,00 g), Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgSO4×7H2O (0,50 g), Sulfato de Amónio 
(NH4)2SO4 (3,00 g), Cloreto de Cálcio Pentahidratado CaCl2×2H2O (0,25 g), Tiossulfato de Sódio 
Na2S2O3×5H2O (5,00 g), Água destilada (1000  ml). 
Para a sua preparação, devem ser adicionados todos os compostos excluindo o tiossulfato de sódio. O 
pH foi ajustado entre 4,4 – 4,7, por indicação do protocolo da DSMZ (para tal utilizou-se ácido clorídrico 
0,1M) e posteriormente o frasco foi colocado no autoclave a 121°C durante 15 minutos. Não foi utilizado 
o volume total de água destilada (1000 ml) para a preparação do meio mineral pois foi necessário uma 
parte deste volume para a diluição do tiossulfato de sódio que, após a sua autoclavagem e filtração com 
recurso a um filtro de seringa, foi adicionado ao meio. Este meio foi preparado para espalhamento em 
placas de petri (com a adição de agar ao preparado para obtenção de meio sólido) e para incubação da 
amostra em meio líquido (sem adição de agar).  
Para verter o meio nas placas o processo é análogo ao anterior, porém, o meio onde não foi introduzido 
o ágar deve ser mantido no frigorífico até à sua utilização. 
As placas que contêm o meio, depois de solidificadas, devem ser guardadas num local fresco e seco, 
seladas em embalagens de plástico com a tampa voltada para baixo (ficando o meio de cultivo na parte 
superior) para que a condensação que se possa formar não fique no meio de cultivo mas sim na tampa, 
evitando assim a possível alteração na superfície do meio.  
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3.2.1.2. ESPALHAMENTOS EM PLACAS DE PETRI 
O método de espalhamento em placas de petri é um procedimento que deve ser efetuado para que seja 
possível o desenvolvimento e crescimento das culturas bacterianas. Visto que para tal é necessário a 
abertura as placas de petri, mais uma vez, é imprescindível o uso da chama para que as condições sejam 
as mais estéreis possíveis. Os materiais necessários para os espalhamentos em placas de petri foram os 
seguintes: placas de petri com o respetivo meio, tubos de ensaio com solução salina de volume igual a 
9ml (número de tubos vai depender da quantidade de diluições que serão necessárias), espalhador em 
vidro, bico de Bunsen, desinfetante (álcool etílico), micropipetas e pontas adequadas aos volumes 
utilizados, suporte de tubos de ensaio e recipiente para descartar pontas. 
Foram efetuados espalhamentos da amostra original e das sucessivas diluições (realizadas com recursos 
a soluções salinas) nos meios selecionadas através da adição de 100 µl na superfície dos meios de cultura 
(PCA e DSMZ 71), espalhando assim esta quantidade de amostra na placa com o auxílio a uma ansa de 
vidro. Quando se verificar que o ágar começa a apresentar alguma resistência ao seu movimento 
significa que a amostra está uniformemente espalhada, coloca-se o espalhador novamente em álcool e 
volta-se a flamejar na utilização seguinte (para evitar contaminações no espalhamento das amostra 
seguintes). Os espalhamentos foram efetuados primeiramente com as diluições maiores e os últimos 
espalhamentos para a amostra original. Este processo foi realizado desta forma para evitar 
contaminações das amostras com concentrações mais altas de microrganismos para as mais baixas. 
Depois de efetuados os espalhamentos, as placas foram colocadas na incubadora Termaks®, a 
aproximadamente 30°C. O tempo de incubação foi controlado pela visualização das placas decorrido 
intervalos de tempo específicos. 
3.2.1.3. ENUMERAÇÃO DAS POPULAÇÕES CULTIVÁVEIS 
Decorrido um determinado período de tempo (dependendo do meio em que a amostra estava espalhada) 
foram efetuadas as contagens das colónias que se desenvolveram. Além da contagem, foi verificada a 
existência de diferentes tipologias de colónias e registadas estas diferenças.  
 O modelo de tabela utilizado para os registos das contagens efetuadas, assim como a verificação das 
diferenças de tipologia, tempo de incubação, tipo de meio de cultivo, diluição e respetiva série, 
morfologia e número de colónias presentes na placa de petri, foi o apresentado na tabela 3. 
Tabela 3 – Tabela modelo/exemplo com as contagens das colónias e respetivas características de tipologias. 
Amostra 
Tipo de 
meio 
Tempo de 
incubação 
(dias) 
Diluição 
Série da 
diluição 
Morfologia 
das colónias 
Número de 
colónias 
A PCA 1 -1 (1) 
Circulares, 
brancas, 9mm 
25 
A PCA 1 -1 (2) 
Circulares, 
brancas, 9mm 
20 
 
No caso da existência de diferentes morfologias para a mesma amostra e para a mesma diluição, foi 
referenciado para posterior verificação do crescimento e desenvolvimento das colónias. Esta tabela é 
meramente ilustrativa, não contendo assim nenhum tipo de resultado fiável. Para as contagens não é 
necessário a abertura das placas, porém, se existir alguma dúvida acerca de alguma característica da 
colónia, a placa pode ser aberta com uma chama na proximidade para evitar possíveis contaminações. 
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3.2.1.4. ISOLAMENTO DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLÓNIAS  
Depois das colónias estarem visivelmente desenvolvidas (sem tempo de incubação definido), ou seja, 
quando é visualmente possível verificar que o crescimento das colónias e a formação de novas colónias 
estabiliza, é possível fazer a separação das diferentes tipologias de colónias em placas de petri com meio 
PCA (para o caso de estudo). Este processo é denominado de isolamento de colónias ou purificação de 
colónias. Para este procedimento são necessárias novas placas com meio de cultura, e nestas apenas irá 
existir um único tipo de colónias de bactérias (excluindo a hipótese de contaminação).  
Para o isolamento foi necessário a construção de uma tabela, semelhante à anteriormente apresentada, 
com toda a identificação necessária sobre cada colónia de bactérias que foi isolada. Para tal, a seguinte 
tabela mostra um exemplo da para o registo das colónias a serem isoladas. 
 
Tabela 4 - Tabela exemplo para auxiliar a diferenciar tipologias de colónias para o seu isolamento. 
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A (-1) Branca Opaca Circular Plana Inteira 9 Lisa (+) (+) (-) 
B (-3) Beje Brilhante Circular Umbonada Inteira 2 Lisa (+) (+) (+) 
1 – Estes testes só foram efetuados depois das colónias estarem devidamente purificadas e com o seu crescimento desenvolvido. 
A explicação do seu procedimento foi escrita mais à frente no decorrer do trabalho.  
 
A tabela 4 é meramente ilustrativa, não contendo assim resultados válidos para o trabalho desenvolvido. 
Depois da identificação de cada tipologia de amostra, meio de cultura, diluição e feita a identificação do 
tipo de colónia nas placas que vão ser usadas para os isolamentos, é possível então efetuar a 
purificação/isolamento das colónias. Para tal, é necessário um instrumento chamado de ansa (de metal) 
que foi utilizado para tocar na colónia para de seguida espalhá-la em outra placa com um meio de cultivo 
apropriado, da forma como está na ilustração seguinte (figura 4).0 
 
Figura 4 - Técnica executada para o isolamento de colónias de bactérias. 
 
Primeiramente, a colónia deve ser espalhada em movimentos vai e vem em metade da placa (setas azuis), 
depois a placa deve ser rodada para a direita e depois da ansa flamejada, foi retirada um pouco da 
biomassa à primeira metade da placa e espalhada em um quarto da placa (setas verdes), a placa deve ser 
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novamente rodada para a direita e posteriormente à ansa ser novamente flamejada, retirou-se um pouco 
da biomassa do quarto anterior e espalhou-se no quarto da placa ainda livre (setas amarelas). 
A zona representada pelas setas amarelas deve adquirir as colónias de bactérias mais isoladas e é nesta 
zona que conseguimos visualizar, apos a incubação, se existe contaminação (diferentes tipos de 
colónias). A cruz a vermelho indica o local onde deve ser retirada a biomassa a espalhar nos diferentes 
quadrantes. 
Depois das colónias devidamente isoladas, as placas foram colocadas na incubadora a 30°C (a mesma 
da utilizada para o crescimento das colónias nas culturas mistas) para o seu crescimento até ao próximo 
passo do desenvolvimento do trabalho. 
 
3.2.1.5. TESTES GRAM/OXIDASE/CATALASE (ANÁLISE BIOQUÍMICA DAS BACTÉRIAS) 
a) Técnica de Gram (coloração de Gram) 
É um método de coloração das bactérias que permite distingui-las estas de acordo com a coloração que 
adquirem e assim é possível a diferenciação de diferentes estruturas da parede celular. Esta coloração é 
conseguida com o recurso a reagentes químicos e a intervalos de tempo específicos em que cada um 
destes está em contacto com o esfregaço da bactéria. Com este teste é possível verificar se a placa da 
qual foi retirada a bactéria está contaminada, ou seja, quando é possível visualizar mais do que um tipo 
de colónias de bactérias na mesma placa (o que não pode acontecer para o decorrer do trabalho 
experimental). Para a referida coloração é necessário então retirar, com o auxílio de uma ansa de metal, 
uma amostra da colónia de bactérias e esfregá-la numa gota de água destilada, numa lâmina de vidro e 
fixa-la à chama. Depois da sua fixação já é possível passar ao processo de coloração. O primeiro corante 
a ser utilizado é o violeta de cristal que deve permanecer no esfregaço durante aproximadamente 30 
segundos, depois deve ser retirado com água. O segundo corante a ser utilizado é a iodina que deve 
igualmente permanecer 30 segundos em contacto com o esfregaço porém este é removido com 
descolorante (solução que contém na sua composição etanol e acetona). O terceiro e último corante a 
ser utilizado é a safranina que deve identicamente permanecer no esfregaço durante 30 segundos e deve 
ser retirado com água. Depois de seco, o esfregaço pode ser observado ao microscópio ótico (Pelczar,Jr., 
et al., 1996). 
Para a sua correta visualização, deve ser colocada na parte superior da lâmina uma gota de óleo de 
imersão que vai anular o espaço entre a amostra e a lente, aumentando assim a resolução da imagem. A 
objetiva a utilizar é com potência de ampliação de 100×. Depois de focada a imagem, é possível 
visualizar a coloração das bactérias, se a coloração for azul-violeta as bactérias são Gram-positivas as 
que tiverem uma coloração vermelha são bactérias Gram-negativas. As seguintes imagens mostram a 
coloração que as bactérias adquirem. Do lado esquerdo podemos visualizar que as bactérias adquiriram 
a coloração azul-violeta e que as do lado direito adquiriram a coloração vermelha. 
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Figura 5 - Ilustração que as bactérias adquirem depois da coloração de 
Gram, respetivamente, coloração azul-violeta e vermelha. 
 
A imagem apresentada é somente para a visualização da diferença entre as bactérias Gram-negativas e 
Gram-negativas, não existe uma ampliação associada a esta, visto que a imagem resultou da corporação 
de duas imagens adquiridas pela observação no microscópico com a objetiva de 100×. 
b) Teste de oxidase  
O teste da oxidase é fundamentado na produção, por parte das bactérias, da citocromo-oxidase. Este 
teste é de simples utilização e ajuda na distinção das bactérias não fermentadoras (oxidase positiva) das 
enterobacterias (oxidase negativa). Se a oxidase for positiva, há o desenvolvimento de uma coloração 
roxa; pelo contrário se a oxidase for negativa, não há desenvolvimento de coloração ou apenas é figurada 
uma coloração amarela (Pelczar,Jr., et al., 1996). Para a realização deste teste foram necessários os 
seguintes materiais: reagente TMPD (solução 1% de ácido tetra-metil-ρ-fenildiamina dihidroclorídrico), 
papel de filtro, chama e palitos de madeira, placa de petri para suporte do papel de filtro. 
Para a preparação da solução de TMPD, foi necessário pesar 0,1g do reagente TMPD e colocar 10ml de 
água destilada (a solução deve ser sempre preparada antes da sua utilização e o reagente deve ser mantido 
no escuro pois este perde as suas propriedades com as condições ambientais presente nos laboratórios). 
Deve ser retirado com um palito de madeira estéril um pouco da colónia e esfregar no papel de filtro. O 
teste é então considerado positivo se em poucos segundos o papel de filtro adquirir uma cor roxa no 
local onde foi esfregada a colónia de bactérias. (Não deve ser considerada a obtenção tardia da cor no 
papel de filtro). 
c) Teste de catalase 
Este teste é usado para permitir a distinção de bactérias entre estafilococos1 e estreptococos2. Para ser 
possível esta diferenciação, apenas é necessário o uso de peroxido de hidrogénio (H2O2). A enzima 
catalase (presente nos microrganismos produtores de catalase, os estafilococos) converte o peróxido de 
hidrogénio em oxigénio e água.  
Assim para o início do procedimento foi necessário, com o auxílio de uma ansa, retirar uma pequena 
porção de material bacteriano e colocar numa gota de peroxido de hidrogénio a 3%. A libertação de 
oxigénio faz com que exista o aparecimento de bolhas (efeito de efervescência). A colónia de bactérias 
é considerada catalase positivo (estafilococos) se existir a formação de bolhas; e catalase negativa se 
não ocorrer nenhuma reação quando se adiciona um pouco de material bacteriano ao peróxido de 
hidrogénio (estreptococos) (Madigan, et al., 2009). 
                                                     
1São um género de bactérias Gram-positivas, anaeróbios facultativos, patogénicas para o homem. 
2 São um género de bactérias Gram-positivas, não produtores de catalase e oxidase negativa. 
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3.2.1.6. EXTRAÇÃO DE DNA POR FERVURA 
a) Obtenção de amostras para a extração de DNA 
Após o processo de espalhamento e respetivo período de incubação das placas de petri, as diferentes 
colónias devem ser isoladas e purificadas para que na mesma placa apenas seja possível visualmente 
e/ou através de testes (Oxidase, Catalase e Gram), apenas uma espécie de colónia. Só assim é possível 
ter a segurança de que a extração de DNA irá ser bem realizada. As placas com os espalhamentos das 
amostras foram mantidas numa incubadora a 30°C e posteriormente à sua purificação, foram colocadas 
nas mesmas condições até à realização dos testes e extração de DNA. 
b) Cuidados necessários para a extração de DNA 
O manuseamento das amostras deve ser executado, preferencialmente, com o uso de luvas visto que 
existem enzimas nas mãos denominadas de nucleases, que podem degradar os ácidos nucleicos e 
comprometer todo o processo de extração de DNA. Todo o processo deve ser realizado nas condições 
mais estéreis possíveis e os materiais usados, de plástico de polipropileno, devem ser novos e estéreis. 
Deve ser evitado o uso de material reciclado e lavado, para que as amostras detenham a máxima 
qualidade necessária, diminuindo assim os riscos de contaminação. 
c) Material necessário para a extração de DNA 
Para executar o processo de extração de DNA é essencial permanecer num local apropriado, 
devidamente equipado com o material necessário. O responsável pela extração deve, obrigatoriamente, 
ter uma bata vestida, e após a colocação de luvas, não deve tocar nem aproximar as suas mãos da sua 
pele e cabelo, pelos motivos mencionados anteriormente. O material laboratorial necessário para a 
execução deste procedimento foi o seguinte: banho-maria com termóstato ou termómetro para 
verificação da temperatura (neste caso em particular 100°C), centrífuga com rotor equipada para a 
colocação de vários eppendorf, bico de Bunsen, ansa de microbiologia, eppendorf novos e esterilizados, 
pontas e micropipetas de diversos volumes (os que vão ser utilizados), água ultrapura e gelo. 
d) Método de extração de DNA por fervura 
São várias as técnicas e metodologias que podem ser utilizadas para a extração de DNA genómico 
bacteriano. A obtenção do DNA é de extrema importância para a realização de vários estudos de 
microbiologia e de outras áreas, e para o caso de estudo, a sua purificação e extração de forma correta 
vai possibilitar a obtenção de amostras sem contaminações para a realização de uma reação de 
polimerase em cadeia (PCR). A técnica de extração deve ser igualmente empregue dependendo, não 
exclusivamente, do tipo de material em análise.  
O método de extração de DNA utilizado para as colónias puras de bactérias foi a extração de DNA por 
fervura ou extração térmica em que o material é submetido a um choque térmico para a lise celular e há 
libertação de material genético (Sambrook, et al., 1989). Este método é de execução rápida e simples 
que consiste em retirar, em condições estéreis, uma quantidade de biomassa das placas sujeitas 
anteriormente a isolamento e suspender em 100 µL de água ultrapura estéril (UP). Posteriormente a 
suspensão deve ser agitada e colocada durante 15 minutos em água a 100°C. 
Terminados os 15 minutos de fervura, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo por um 
período mínimo de 5 minutos. Posteriormente foram ser colocados a centrifugar a 10 000 rpm durante 
5 minutos (deve ser tido em atenção que os eppendorf devem ficar em equilíbrio na centrifugadora para 
que o processo de centrifugação seja bem executado). Após a execução de todos estes procedimentos, 
bastou coletar 100µL do sobrenadante resultante da centrifugação e colocar num novo eppendorf para 
poder ser mantido a uma temperatura de aproximadamente -20°C necessária para a manutenção e 
preservação do DNA. O passo seguinte à extração de DNA foi a sua análise. (Os eppendorf devem ser 
devidamente identificados para que nos passos seguintes não haja troca de amostras). 
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3.2.1.7. TÉCNICA DE PCR (REAÇÃO DE POLIMERASE EM CADEIA) 
A reação de polimerase em cadeia é um método bastante sensível de amplificação de regiões no genoma 
utilizado em laboratórios de pesquisa científica (médica, biológica, etc.). É uma técnica de alta 
aplicabilidade descrita por vários autores capaz de, a partir de uma pequena quantidade de DNA, 
amplificar em várias cópias de DNA. Para que o método seja empregue da forma mais correta é 
imperativo que existam ácidos nucleicos extraídos pelas técnicas mais apropriadas, todas elas descritas 
na literatura. A técnica usada para a extração de DNA foi a descrita anteriormente (extração de DNA 
por fervura). A técnica, nomeadamente a preparação da solução onde ocorre a reação (master mix) que 
foi adicionada ao ácido nucleico, deve ser realizada no interior da câmara de fluxo laminar e o 
manuseamento das amostras e dos reagentes deve ser executado sempre com luvas (Madigan, et al., 
2009). 
A amplificação do gene 16S rRNA bacteriano foi realizada através de PCR utilizando os primers 
universais 1492R (5`TACGGYTACCTTGTTACGACTT3`) e o primer 27F 
(5`AGATTTGATCMTGGCTCAG3`), específicos para o domínio Bacteria. No nome do primer a letra 
“R” significa reverse primer e o “F” forward primer (Reysenbach, et al., 1992). Visto que a PCR se 
tratar de um método com alguma facilidade de execução é possível o manuseamento e investigação de 
diversas amostras em simultâneo. A master mix foi então preparada tendo em conta a quantidade de 
amostras para a amplificação. Os reagentes/materiais necessários para a técnica de PCR são: água 
ultrapura, tampão de PCR diluído 10× (NH4)2SO4, dNTPs (mistura com dATPs, dTTPs, dCTPs, dGTPs, 
constituintes necessários para a composição das novas bandas de DNA) (1mM), cloreto de magnésio 
(MgCl2) (25 mM), enzima DNA polimerase (Taq-DNA-polimerase) (1 U/µL), dois Primers (segmentos 
de ácidos nucleicos necessários para a replicação do DNA, elaborados laboratorialmente por forma a 
possuir uma sequência de nucleoides específica de acordo com o segmento de DNA que se deseja obter 
a amplificação). 
Para o caso de estudo, a técnica de PCR foi realizada em eppendorf, próprios para serem colocados no 
termociclador, e para os primeiros ensaios foram realizados com um volume total de 25 µl sendo que 
24 µl da solução master mix e 1 µl das amostras de DNA a serem analisadas (ensaios-teste). Para os 
produtos de PCR que foram enviados para sequenciação, o volume total foi de 50 µl, e a quantidade de 
DNA a ser adicionado foi dependente do tipo de banda que amplificou no ensaio de teste (a explicação 
desta hipótese vai ser esclarecida mais à frente no trabalho). Por cada reação, ou seja, por cada amostra 
da extração de DNA a ser analisada as quantidades de reagentes a colocar para a realização da master 
mix constam na tabela 5. 
Tabela 5 – Quantidades de reagentes necessárias para a técnica de PCR. 
Reagentes Para reações de 25 µl1 Para reações de 50 µl2 
H2O UP (µl) 12,25 24,5 
Buffer (NH4)2SO4 10× diluído (µl) 2,5 5 
MgCl2 (25mM) (µl) 2,5 5 
dNTPs (1mM) (µl) 5 10 
Primer 27F (100mM) (µl) 0,25 0,5 
Primer 1525R (µl) (µl) 0,25 0,5 
Taq (1U/µl) (µl) 1,25 2,5 
1 - Considerando que vão ser adicionados 24 µl da solução master mix e 1 µl de amostra de DNA. 
2 - Considerando que vão ser adicionados 48 µl da solução master mix e 2 µl de amostra de DNA. 
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Quando são usados volumes de DNA diferentes dos anteriormente referidos, os volumes devem ser 
ajustados, pela adição de mais água UP ou pela não adição da quantidade de água necessária à reação. 
O volume total deve ser sempre de 25 ou 50 µl. Para a realização da master mix deve ser considerado 
que existem sempre mais duas reações do que as reações para análise, um controlo positivo (Amostra 
que sabemos que tem DNA e que terá certamente amplificação) e um controlo negativo (água ultrapura, 
que não contém DNA) que nos vão auxiliar na leitura das bandas e identificar possíveis contaminações. 
Para que ocorra a amplificação do DNA é necessário recorrer a um instrumento denominado de 
termociclador (para o caso de estudo foi utilizado o termociclador BioRad MJMini®, equipamento que 
vai alternando as temperaturas no decorrer de diferentes períodos de tempo para um certo número de 
ciclos da técnica de PCR) que irá submeter as amostras a diferentes temperaturas em diferentes 
intervalos de tempo. Cada ciclo do termociclador apresenta três etapas distintas: a desnaturação térmica, 
hibridização ou annealing e extensão. (Madigan, et al., 2009) 
 
 
Figura 6 - Diagrama com as etapas que um termociclador concebe para a técnica de PCR (amplificação de DNA). 
 
No final do primeiro ciclo da técnica de PCR (desnaturação térmica, hibridização e extensão), vamos 
estar na presença de duas novas cadeias de DNA semelhantes à que primeiramente existia; todo o 
processo é repetido variadas vezes (para o caso do gene 16S rRNA o processo é repetido 30 vezes) até 
se alcançar uma quantidade relativamente elevada de amplificação de DNA. O programa usado no 
termociclador é denominado de “SEQ 16S” e a sua programação é a mostrado no seguinte esquema: 
Desnaturação 
Térmica
•Nesta fase, a temperatura é bastante elevada, existe a separação da dupla hélice (por quebra 
das ligações de hidrogénio) em dois segmentos distintos originando duas cadeias simples de 
DNA, que permite aos primers a sua ligação à sequencia de DNA da amostra. 
Hibridização
•Posteriormente à desnaturação da cadeia de DNA, a temperatura do processo é reduzida e 
depende dos comprimentos dos primers e da sua sequência (a temperatura é especifica para 
cada par de primers). Visto que o propósito da PCR é a replicação da sequência de interesse e 
não a replicação da cadeia inteira, ou seja, os primers vão-se conectar com estas sequências 
específicas.
Extensão
•Após a ligação dos primers, a temperatura aumenta sensivelmente até aos 72°C para que seja 
possível que a enzima DNA polimerase (Taq-DNA-polimerase) consiga replicar a cadeia de DNA. 
A síntese é iniciada com o auxílio dos nucleótidos em solução (dNTPs) que se materializam à 
sequência alvo (zona da cadeia dupla). Desta forma são criadas novas cadeias de dupla hélice a 
partir de cada uma das cadeias simples que se iniciam no extremo 3` do primer (reverse). A 
enzima DNA polimerase (Taq-DNA-polimerase) sintetiza a nova cadeia na direção de 5`para 3`. 
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Figura 7 - Ilustração das etapas do termociclador e as repetições necessárias para o processo. 
3.2.1.8. ELETROFORESE 
A eletroforese é uma técnica simples utilizada para purificar, separar e purificar fragmentos de DNA e 
proteínas (Sambrook, et al., 1989). Esta técnica consiste na separação de moléculas ionizadas de acordo 
com o seu peso molecular e carga elétrica, isto é, as moléculas com carga negativa migram para o polo 
positivo (ânodo) e as moléculas com carga positiva migram para o polo negativo (cátodo) pela aplicação 
de um potencial elétrico.   
O princípio da eletroforese é utilizado, para a separação do DNA por exemplo, e baseia-se na carga total 
negativa do DNA (dada pelo oxigénio do grupo fosfato). Assim, fragmentos de DNA obtidos da técnica 
de PCR podem ser separados pela aplicação de uma voltagem. No final do processo, as cadeias de DNA 
estão mais próximas do polo positivo. 
Para a sua execução é necessário conter uma tina (apropriada para o efeito) onde vai ser colocado o meio 
de suporte (gel de agarose), a solução tampão (solução onde é imerso o gel) e os elétrodos nas suas 
extremidades. Para a preparação do gel de agarose foi necessário preparar uma solução com os seguintes 
constituintes:1,8 g de agarose (1,5% agarose em TAE) e 120 ml de solução TAE (Tris, Acetato, EDTA) 
1×. Esta solução foi colocada a aquecer numa placa térmica com agitador até atingir o estado de 
ebulição. O recipiente usado para este processo estava convenientemente coberto com papel de 
alumínio. A solução deve posteriormente ser deixada a arrefecer até ao ponto em que é possível 
manusear o frasco com a solução e conseguir verter para a tina, devidamente limpa, e com o auxílio de 
utensílios próprios (pentes) criaram-se pequenas aberturas no gel, chamados de poços, onde vão ser 
introduzidos os produtos da técnica de PCR. 
A solução tampão a ser utilizada foi preparada a partir da solução tampão TAE 1x. A solução deve ser 
então diluída cinco vezes. Foi preparada 500 ml da solução diluída cinco vezes, por isso foi adicionado 
a 490ml de água desionizada 10 ml de TAE 1x. O procedimento para a colocação do gel de agarose e a 
solução tampão é a seguinte: deixar a solução arrefecer até que seja possível conseguir pegar no frasco 
e conseguir verter na tina, verter para um molde devidamente nivelado e colocar os pentes nos locais 
apropriados e após a solidificação do gel, quando este se torna opaco, pode ser vertida a solução tampão 
e verificar se esta cobre completamente o gel. 
Seguidamente a este processo é possível fazer correr a eletroforese. Para isso é necessário dois reagentes, 
o gel loading buffer e o ladder. O ladder é um reagente que vai funcionar de marcador na eletroforese 
e deve ser colocado no primeiro poço. O loading buffer é um gel que contém glicerol na sua composição 
e que vai aumentar a densidade das amostras, fazendo com que estas não saiam dos poços, além de dar 
coloração que serve como indicador do progresso do gel na tina de eletroforese. Este vai ser adicionado 
ao produto da PCR antes de ser colocado no poço. Depois de colocar as amostras, deve ser colocado o 
controlo positivo e o controlo negativo. O controlo positivo deve ser uma amostra conhecida em que se 
sabe se vai ocorrer a formação de banda; o controlo negativo, pelo contrário, não deve aparecer a banda 
no gel, pode ser utilizada água ultrapura para o efeito. Se um destes controlos não ocorrer, a PCR deve 
ser repetida novamente visto poder tratar-se de uma contaminação. 
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A quantidade de DNA ladder a colocar deve ser de aproximadamente 2,5 µl e por cada 5 µl de amostra 
de DNA devem ser adicionados 3 µl de loading buffer. A tina depois de coberta e devidamente instalada 
aos elétrodos pode ser ligada à fonte de alimentação, em que as condições para a eletroforese são as 
seguintes: 35 minutos a 90 v. Posteriormente o gel pode ser retirado da tina e colocado em brometo de 
etídio3 durante 15 minutos. Este reagente é utilizado para a coloração de géis, identificando fragmentos 
de ácidos nucleicos através da geração de complexos fluorescentes. Terminados os 15 minutos, o gel 
pode ser colocado no transiluminador sob luz violeta. A imagem do gel pode ser visualizada no 
computador que contém o programa de geração das imagens.  
Depois da visualização da imagem do gel, pode-se verificar quais as amostra que tiveram arrastamento 
e em que bandas. Posteriormente, se assim se desejar, as amostras podem seguir para sequenciação para 
a identificação dos microrganismos. Para a realização do passo seguinte, ou seja, a sequenciação das 
amostras, o volume total da amostra deve ser de 50 µl. 
3.2.1.9. PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR  
A purificação dos produtos de PCR foi realizada previamente ao seu envio para sequenciação. Este 
processo foi realizado com o auxílio do kit de purificação PCR & Gel Brand Purification kit do 
laboratório GRISP Research Solution. Este kit é de simples utilização e é um método eficiente para a 
purificação e/ou concentração de fragmentos de DNA a partir das reações de PCR ou eletroforese em 
gel de agarose. Para a sua realização, foi seguido o protocolo presente no kit, com algumas alterações (o 
método foi adaptado às condições de cada ensaio). 
Colocaram-se os eppendorf necessários (eppendorf presentes no kit) à quantidade de amostras a purificar 
num suporte e identifica-los corretamente. Adicionou-se 5 volumes da solução Gel Solubilization 
solution (solução presente no kit), de acordo com o volume de cada amostra no PCR, no caso foram 
utilizados 50 µl em todas as reações de PCR, assim sendo foram adicionados 225 µl desta solução no 
filtro previamente colocado no eppendorf. 
Adicionaram-se 45 µl de cada amostra dos produtos de PCR (apesar da reação de PCR ter sido efetuada 
com 50 µl, foram gastos 5 µl para a eletroforese) e centrifugou-se entre 14 000 G e 16 000 G durante 30 
segundos e descartar o fluido. 
Colocou-se o filtro num novo eppendorf, e adicionaram-se 600 µl da solução Wash Buffer 2x (solução 
igualmente presente no kit) e deixou-se repousar à temperatura ambiente durante aproximadamente 1 
minuto. Centrifugou-se novamente entre 14 000 G e 16 000 G durante 30 segundos e descartou-se o 
fluido. 
Colocou-se o filtro de novo no eppendorf e centrifugou-se novamente entre 14 000 G e 16 000 G durante 
3 minutos. Colocou-se o filtro num novo eppendorf e adicionaram-se 50 µl da solução Elution Buffer 
diretamente no filtro sem tocar na membrana, deixou-se incubar à temperatura ambiente durante 2 
minutos. Para concluir, centrifugou-se entre 14 000 G e 16 000 G durante 2 minutos para a eluição do 
DNA. Descartou-se posteriormente o filtro.  
 
3.2.1.10. SEQUENCIAÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR 
A sequenciação dos produtos da técnica de PCR permite a determinação da ordem dos nucleótidos 
(adenina, guanina, citosina e timina) presente nestes. Esta técnica não é realizada nas instalações da 
                                                     
3 O brometo de etídio é um agente com efeito mutagénico. O seu manuseamento deve ser realizado sempre com o auxílio de 
luvas e evitar o contacto com a pele, evitar a inalação e ingestão. Todos os utensílios que estiveram em contacto com o brometo 
de etídio não devem ser descartados para o lixo comum, devem ser colocados num recipiente separado devidamente identificado 
com um rótulo de resíduo perigoso e tóxico, para que o seu destino final seja o mais adequado. 
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faculdade e, por esta razão, são remetidas para a empresa Macrogen Corporation com instalações na 
Holanda, local para onde são enviadas e onde são sequenciadas as amostras. A reação de 
sequenciamento foi processada utilizando o primer 27F (5´- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3`). 
O sequenciamento parcial (utilizando apenas 1 primer, neste caso foi utilizado o primer 27F) é 
justificado visto este estudo refletir a avaliação da comunidade bacteriana presente no local de estudo e 
não um estudo de evolução bastante detalhado. 
Esta empresa presta uma elevada gama de serviços (Macrogen, 2015). A seguinte imagem, 
disponibilizada pela empresa, mostra a descrição do método utilizado para a sequenciação dos produtos 
da técnica de PCR.  
 
Figura 8 - Ilustração adaptada do processo de sequenciação realizado pela empresa 
Macrogen Corporation (Macrogen, 2015). 
 
Depois de enviadas as amostras, é necessário a instalação de um programa exclusivo para a abertura dos 
ficheiros com as sequências alcançadas. O programa BioEditor (Biological Sequence Alignment Editor) 
é um editor de alinhamento de sequências biológicas. Esta ferramenta é uma interface de múltiplos 
documentos que torna o alinhamento e manipulação de sequências relativamente fácil. (Hall, 2013). As 
sequências enviadas pela empresa vêm num formato digital apenas possível de abrir com recurso a esta 
ferramenta de edição. As sequências foram visualizadas e foi selecionada uma parte (com pelo menos 
600 nucleótidos necessários para uma boa identificação) para comparação com a ferramenta online 
BLAST (Blast Local Alignment Search Tool). Nesta ferramenta, apenas é necessário inserir a sequência 
selecionada no BioEdit e esta procede à pesquisa das sequências existentes na literatura, comparando-
as, e indicando todos os artigos existentes com sequências iguais ou semelhantes, assim como a 
percentagem de similaridade relativamente a estas. Esta literatura indica então o microrganismo em 
estudo, assim como todas as suas categorias taxonómicas e a pessoa responsável pela sua descrição. 
Posteriormente foi utilizada a ferramenta EzBioCloud para a comparação das sequências obtidas com as 
sequências-tipo do banco de dados Ez Taxon. 
Estas são as ferramentas que foram utilizadas para o auxílio da identificação das bactérias presentes nos 
resíduos da Mina de Neves-Corvo. Foram consultadas estas bases de dados online assim como artigos 
relacionados com o isolamento das espécies alcançadas, necessárias para a comparação das sequências 
alcançadas, com as sequências de bactérias presentes nestas bases de dados. 
 
3.2.2. TAREFAS DESEMPENHADAS COM A AMOSTRA DESTINADA À 
PIROSEQUENCIAÇÃO 
3.2.2.1. PROCEDIMENTOS REALIZADOS ANTERIORMENTE AO ENVIO DA AMOSTRA PARA 
PIROSEQUENCIAÇÃO 
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A amostra destinada a pirosequenciação deve ser enviada nas condições apropriadas para a sua análise. 
Para isso o DNA deve ser extraído da amostra em análise, neste caso a amostra de resíduos da Mina de 
Neves-Corvo. Para tal utilizou-se o kit de extração PowerSoil®DNA Isolation Kit de acordo com o 
procedimento do fabricante.  
Para a extração do DNA da amostra pura (sem qualquer tipo de tratamento), foi necessário proceder à 
centrifugação da amostra e sujeitá-la a uma série de passos descritos seguidamente: 
1. Retirar uma amostra do resíduo de aproximadamente 30ml para um matraz estéril; 
2. Colocar este volume num frasco próprio (pellet) para ser utilizada na centrifugadora Avanti 
TM Centrifuge J-25; 
3. Colocar num frasco igual ao anterior, água para manter o equilíbrio (este equilíbrio é 
conseguido ao pesar os dois frascos e tentar que a diferença entre eles seja insignificante) na 
centrífuga; 
4. Colocar ambos os frascos na centrífuga, ligar e colocar nas seguintes condições: 
a. Rotor 25,50 (JA); 
b. Velocidade 9000; 
c. Tempo 10 minutos; 
d. Temperatura 8°C; 
e. Acel: Max; 
f. Decel: Slow. 
5. Depois de retirar os frascos da centrífuga, verter o líquido da amostra e verificar o depósito 
formado; 
6. Adicionar aproximadamente 2 ml de salina ao pellet da amostra de forma a retirar o depósito 
das laterais do pellet; 
7. Efetuar o mesmo processo feito anteriormente para manter o equilíbrio no interior da 
centrifugadora e colocar os pellet na centrifugadora novamente nas mesmas condições; 
8. Retirar o pellet da centrífuga e retirar novamente o excesso de líquido; 
9. Colocar 5 ml de salina no pellet, agitar e retirar 1 ml para cada um de 5 eppendorf; 
10. Colocar os 5 eppendorf na centrífuga TermoScientific®espresso centrifuge (centrifuga com 
dimensões bastante inferiores relativamente à usada anteriormente) nas seguintes condições: 
velocidade de 14 000 rpm durante 5 minutos (colocar sempre os eppendorf em equilíbrio na 
centrifugadora); 
11. Para finalizar, retirar os eppendorf da centrifugadora e descartar o líquido; 
12. Colocar os eppendorf com a amostra centrifugada a -20°C, para conservação, até serem 
utilizados para a extração de DNA. 
Todos os procedimentos efetuados anteriormente e posteriormente à colocação dos pellet e/ou os 
eppendorf devem ser feitos nas condições mais estéreis possíveis, nomeadamente à chama. Para a 
extração de DNA da amostra contida nos eppendorf referidos anteriormente, foi utilizado um kit de 
extração PowerSoil®DNA Isolation Kit. Este kit de isolamento é apropriado para isolar DNA genómico 
microbiano a partir todos os tipos de solos e outas amostras ambientais. Como o DNA isolado tem um 
elevado nível de pureza permite uma execução bem-sucedida da técnica de PCR. A análise da PCR foi 
realizada para detetar uma grande variedade de organismos, incluídos bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas assim como fungos. 
Para a realização da extração de DNA, foi necessária a utilização do protocolo presente na caixa do kit 
de extração. Este kit está equipado com todos os reagentes e frascos necessários para o processo. São 
necessários 6 reagentes, soluções com identificação de c1, c2, c3, c4, c5 e c6; eppendorf denominados 
de tubos de recolha; tubos com filtro de rotação; tubos com uma solução buffer e pequenas partículas. 
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O procedimento para a correta execução deste processo é o seguinte: 
1. Adicionar o líquido presente no tubo com a solução buffer ao eppendorf com contém a 
amostra em causa e agitar num agitador de tipo vortex, retornar o líquido ao tubo que contém 
a solução; 
2. Adicionar 60 µl da solução C1; 
3. Agitar (num agitador de tipo vortex adaptado) na horizontal, os tubos contendo a solução 
durante 20 minutos na velocidade 3; 
4. Colocar os tubos durante 15 minutos a 65°C; 
5. Fazer vortex durante 30 segundos a uma velocidade de 10 000 rcf; 
6. Retirar 500 µl do sobrenadante para um novo tubo; 
7. Adicionar 250 µl da solução C2 e fazer vortex durante 5 segundos, colocar durante 5 minutos 
a incubar a 4°C; 
8. Centrifugar os tubos durante 1 minuto a uma velocidade de 10 000 rcf; 
9. Retirar o sobrenadante para um novo tubo; 
10. Adicionar 200 µl da solução C3 e fazer vortex, colocar durante 5 minutos a incubar a 4°C; 
11. Centrifugar os tubos durante 1 minuto a uma velocidade de 10 000 rcf; 
12. Retirar 750 µl do sobrenadante para um novo tubo; 
13. Agitar a solução C4 antes de usar. Adicionar ao tubo 1,2 ml da solução C4 e fazer vortex 
durante 5 segundos; 
14. Retirar aproximadamente 675 µl para um tubo com filtro de rotação e centrifugar os tubos 
durante 1 minuto a uma velocidade de 10 000 rcf. Descartar o líquido e colocar novamente 
675µl do sobrenadante do tubo anterior e centrifugar nas mesmas condições. Descartar o 
líquido e colocar o restante sobrenadante e centrifugar nas mesmas condições; 
15. Adicionar 500 µl da solução C5 e centrifugar os tubos durante 30 segundos a uma velocidade 
de 10 000 rcf; 
16. Descartar o líquido e centrifugar novamente os tubos durante 1 minuto a uma velocidade de 
10 000 rcf; 
17. Cuidadosamente retirar o filtro de rotação e colocar num novo tubo; 
18. Adicionar 80 µl da solução C6 e centrifugar os tubos durante 30 segundos a uma velocidade 
de 10 000 rcf; 
19. Descartar o filtro. O líquido presente no novo tubo é então a extração do DNA; 
20. Os tubos devem ser conservados entre os -20°C e os -80°C, por recomendação do fabricante 
do kit de extração. 
Para fazer a quantificação do DNA, foi usado um aparelho denominado de fluorímetro 
(QubitTMFlurorometer Quantitation), no programa “DNA HS”. Este kit tem uma solução tampão para 
adicionar nas amostras. Também tem duas soluções distintas uma com DNA e outra sem DNA. Vão ser 
feitas 3 leituras distintas, a primeira com 190 µl da solução tampão e 10 µl da solução padrão com DNA, 
a segunda com 190 µl da solução tampão e 10 µl da solução sem DNA e a terceira e última, vai ser 
adicionada 198 µl da solução padrão à amostra com DNA em estudo (a 2 µl de DNA). A calibração é 
feita com as primeiras duas soluções e a leitura da amostra mostra-nos então a concentração em µg/ml 
da amostra em estudo. A amostra fica então disponível para ser enviada para o processo de 
pirosequenciação. 
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3.2.3. TAREFAS DESEMPENHADAS/MÉTODOS UTILIZADOS COM A AMOSTRA 
DESTINADA A UM PROCESSO DE INCUBAÇÃO A 30°C EM AGITAÇÃO 
CONSTANTE PARA ANÁLISE DA CONCENTRAÇÃO DE METAIS EM 
SOLUÇÃO 
Para a execução desta tarefa, foram primeiramente necessários três frascos de tipo schott com um 
volume de 2000 ml disponíveis para permanecerem 70 dias em agitação constante e em incubação a 
aproximadamente 30°C. Estes frascos foram previamente esterilizados antes da sua utilização. Foram 
utilizados três frascos visto que foram testadas três amostras diferentes. O primeiro frasco continha 500 
ml da amostra de resíduos da Mina de Neves-Corvo e 500 ml do meio mineral líquido utilizado para 
este estudo, o meio mineral DSMZ 71. O segundo frasco continha somente 1000 ml da amostra de 
resíduos e o terceiro frasco incluía unicamente 1000 ml do meio mineral líquido. A cada um dos frascos 
foi adicionado 10 g de concentrado de cobre e zinco, recolhido igualmente nas Minas de Neves-Corvo. 
Foram considerados como períodos para a realização dos métodos necessários para a determinação da 
concentração de metais em solução t = 0 dias, t = 20 dias e t = 40 dias. Os metais considerados para este 
estudo foram o cobre, zinco, sulfatos, sulfitos e ferro total (Fe2+ e Fe3+). O cobre e o zinco em solução 
foram analisados também ao fim de 70 dias. 
a) Determinação da concentração de Cobre e Zinco em solução: 
Para a determinação do cobre e do zinco foi utilizada uma técnica denominada de espectrofotometria de 
absorção atómica. Esta técnica é amplamente utilizada para quantificar qualitativamente e 
quantitativamente a presença de metais em solução. O espectrofotómetro é o instrumento de análise 
utilizado para a determinação da quantidade do metal pretendido em solução. Para a correta execução 
deste procedimento é necessário saber que a absorção de radiações ultravioletas visíveis e 
infravermelhas dependem das estruturas das moléculas, ou seja, é uma característica que vai distinguir 
as substâncias químicas (as substâncias possuem diferentes padrões de absorção). Assim sendo e muito 
resumidamente quando a luz atravessa uma substância, a quantidade de radiação absorvida está 
diretamente relacionada com a concentração do elemento de interesse na solução. (Clesceri, et al., 1999) 
Durante o procedimento, a amostra é atomizada na chama na qual passa uma radiação com comprimento 
de onda adequada a cada elemento a analisar (este comprimento de onda é induzido para cada elemento 
com recurso a diferentes lâmpadas). 
Este processo foi utilizado nos dias 0, 20, 40 e 70 de incubação das amostras para a quantificação do 
cobre e zinco em solução. 
Para cada um dos elementos é necessário conter soluções padrão (pelo menos 5 soluções) e foi 
necessário realizar diluições das amostras para que fosse possível a sua leitura no espectrofotómetro. 
b) Determinação da concentração de Ferro total em solução: 
Para a determinação da concentração de ferro nas amostras, foi realizado o método da medição de ferro 
dissolvido tendo com referência a norma ISO6332. 
O ião ferro (Fe2+) forma um complexo colorido com fenantrolina. A absorção deste complexo medido 
com um comprimento de onda de 510 nm é proporcional à concentração do ião Fe2+. 
O ferro total pode ser calculado após redução do Fe3+ com ácido ascórbico a Fe2+. Consequentemente, a 
concentração de Fe3+ pode ser calculada pela diferença entre o Ferro total e o Fe2+. 
Para iniciar o procedimento foi necessária a realização de uma solução buffer de ácido acético 
adicionando 62,5 g de acetato de amónio a 175 ml de ácido acético e perfazer o volume até 250 ml. A 
fenantrolina em solução estava numa concentração de 1 g/L. 
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Visto que para esta análise não existia uma reta de calibração já definida, foi necessário efetuar soluções 
padrão para que fosse possível a obtenção da reta de calibração. A representação gráfica da reta de 
calibração está patente na figura 9. O ponto 5 (concentração da solução padrão de 3 mg/L) foi retirado 
visto que não estava em concordância relativamente aos restantes, devido a um erro de leitura ou de 
preparação da solução (International Standards Organization (ISO), 1988). 
 
 
Figura 9 – Representação gráfica com a reta de calibração para a determinação da 
concentração de Ferro. 
De acordo com o gráfico, e tendo em conta que o ponto com a concentração padrão de 3 mg/L não foi 
utilizado, a equação (1) alcançada, e respetivo erro, para a determinação da concentração foi a seguinte. 
𝑦 = 0.1225𝑥 − 0.0079     [1] 
𝑅2 = 0.9993  
Na equação anterior, o termo “y” representa a absorvância e o termo “x” a concentração de ferro em 
mg/l. Ao termo “x” deve ser multiplicado o fator de diluição caso as amostras em análise se 
encontrassem fora da reta de calibração. 
Com a equação da reta definida foi possível a realização do procedimento para a determinação da 
concentração de Ferro total, Fe2+ e Fe3+ nas amostras em estudo. Para tal foram efetuados dois ensaios 
diferentes a que um foi chamado de ensaio de referência e ao segundo ensaio das amostras. A diferença 
entre os valores da absorvância dos ensaios das amostras e os valores das absorvâncias dos ensaios de 
referência dão-nos os valores das absorvâncias a utilizar na equação para o cálculo da concentração de 
Ferro. Para iniciar o procedimento, foi necessário filtrar a amostra recorrendo a filtros de microfibra de 
vidro e a uma bomba de vácuo. Posteriormente seguiu-se o procedimento presente na seguinte ilustração 
(figura 10). 
y = 0,1225x - 0,0079
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Figura 10 – Esquema ilustrativo do procedimento seguido para a determinação da concentração de ferro 
nas amostras em estudo (International Standards Organization (ISO), 1988). 
 
Para cada um dos ensaios foi efetuado um ensaio denominado de branco, ou seja, a substituição da 
amostra em análise por água destilada, sem alterar os restantes parâmetros. 
A diferença das absorvâncias entre o ensaio das amostras com o ensaio de referência vai dar origem à 
concentração de Fe2+ nas amostras; a diferença das absorvâncias com o ensaio das amostras com o ensaio 
de referência com a adição de ácido ascórbico vai dar origem à concentração de ferro total; a diferença 
entre a concentração de ferro total e a concentração de Fe2+ vai dar origem à concentração de Fe3+. 
c) Determinação da concentração de Sulfatos em solução: 
Para a determinação da concentração de sulfatos nas amostras, foi utilizado o método turbidimétrico. O 
princípio deste método baseia-se no facto do ião sulfato ser precipitado em ácido acético médio, com 
cloreto de bário, de forma a originar cristais de sulfato de bário de tamanho uniforme. A luz de 
absorvância da suspensão de SO42- é determinada por comparação da leitura efetuada com a curva 
padrão. A realização deste método requer a utilização de um equipamento denominado de 
Espectrofotómetro em que se usa um comprimento de onda de 420 nm. 
O procedimento para a determinação de sulfato é bastante simples, após filtrar 50 ml da amostra com 
um filtro de fibra de vidro deve-se adicionar a solução buffer denominada de A (dissolver 30 g de cloreto 
de magnésio hexahidratado, 5 g de acetato de sódio (CH3COONa. 3H2O), 1,0 g de nitrato de potássio 
(KNO3), e 20 ml de ácido acético em 500 ml de água destilada a posteriormente perfazer até 1000 ml) e 
agitar. Posteriormente, em agitação constante, adicionar 0,1g de cloreto de bário (BaCl2) agitar durante 
60 segundos e ler as respetivas absorvâncias (Clesceri, et al., 1999). 
A concentração de sulfatos é obtida a partir da seguinte curva de calibração (e respetivo erro): 
𝑦 = 9.49 × 10−3𝑥 − 3.58 × 10−3  [2] 
𝑅2 = 0.999 
Na equação anterior, o termo “y” representa a absorvância e o termo “x” representa a concentração de 
SO42- em mg/l. Ao termo “x” deve ser multiplicado o fator de diluição caso as amostras em análise se 
encontrassem fora da curva de calibração.  
 
 
ENSAIO DAS AMOSTRAS
Recolher 4ml de cada amostra filtrada, 
adicionar 1 ml de fenantrolina , 1 ml da solução 
de ácido acético com o buffer de acetato
Ler as absorvâncias e adicionar uma a duas 
espátulas de ácido ascórbico e ler novamente as 
absorvâncias
ENSAIO DE REFERÊNCIA 
Recolher 4 ml de cada amostra filtrada, 
adicionar 1 ml de água destilada, 1 ml da 
solução de ácido acético com o buffer de 
acetato
Ler as absorvâncias e adicionar uma a duas 
espátulas de ácido ascórbico e ler novamente as 
absorvâncias
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d) Determinação da concentração de Sulfitos em solução: 
Para a determinação da concentração de sulfitos nas amostras em estudo, foi utilizado o método 
Iodimétrico. O princípio geral deste método é o fato de os iões de iodeto reagirem com os iões de iodato 
na presença de ácido sulfúrico formando o iodo, os sulfitos presentes na amostra reduzem o iodeto a 
iodo e o excesso de iões de iodato originam iodo adicional que provoca o aparecimento de um complexo 
azul, cor resultante da primeira reação de excesso de iodo com o indicador de amido (Clesceri, et al., 
1999). 
Os reagentes necessários para o procedimento foram os seguintes: 
1. Ácido sulfúrico concentrado (H2SO4); 
2. Solução titulante standard de iodeto de potássio-iodato (solução preparada com 0,4458 g de 
KIO3, 4,35 g de KI e 0,310 g de bicarbonato de sódio; diluir em água destilada até perfazer os 
1000ml); 
3. Ácido sulfanílico (NH2SO3H); 
4. EDTA (dissolver 2,5 g de EDTA em 100 ml de água destilada); 
5. Indicador de amido “starch indicator” (dissolver 0,25 g de amido em 50 ml de água quente). 
Procedimento para obtenção da concentração de sulfitos em solução: 
Retirar uma amostra de 100 ml adicionar 1ml de EDTA e aquecer até aproximadamente a solução atingir 
os 50°C, posteriormente adicionar 1 ml de H2SO4, 0,1 g de NH2SO3H e 1 ml do indicador de amido e 
titular com a solução titulante até ao aparecimento da cor azul. Ler o volume de solução titulante 
utilizada para posteriores cálculos.  
 
A equação para o cálculo da concentração de SO32- é a seguinte: 
𝑚𝑔 𝑆𝑂3
2−/ 𝐿 =
(𝐴−𝐵)×𝑀×6×40000
𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
  [3] 
 
Em que A é a quantidade (em ml) de titulante utilizado na amostra, B é a quantidade (em ml) de titulante 
utilizado na amostra branco e M é a molaridade do titulante KI-KIO3. (M=0,002083) (Clesceri, et al., 
1999) 
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4.  
ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 
No seguimento dos procedimentos descritos na secção de metodologias e amostragem, foi possível 
alcançar resultados credíveis acerca dos microrganismos cultiváveis presentes na amostra representativa 
no final do processo efetuado na lavaria do cobre da Mina de Neves-Corvo gentilmente cedida pela 
empresa SOMINCOR Sociedade Mineira de Neves-Corvos, S.A.. Os resultados obtidos, assim como a 
sua análise e discussão serão apresentados nesta secção. 
4.1. AMOSTRA RLCNC 
Analisou-se a amostra RLCNC (Resíduo da Lavaria do Cobre da Mina de Neves-Corvo) amostra essa 
que é proveniente da empresa mencionada, e cuja integridade foi preservada, por forma a ter “imagem” 
dos resíduos sem qualquer tipo de influência ou estímulo externo. Relativamente a esta amostra, foram 
efetuados trabalhos referentes à enumeração e isolamento de microrganismos cultiváveis e posterior 
extração de DNA, aplicação das técnicas necessárias para obtenção das sequências de nucleótidos 
essenciais para a identificação dos mesmos. Também se extraiu o DNA total desta amostra para obter 
informação sobre a comunidade bacteriana presente.  
4.1.1. ENUMERAÇÃO DOS MICRORGANISMOS CULTIVÁVEIS 
Os resultados adquiridos relativamente à enumeração dos organismos cultiváveis são os apresentados 
na tabela 6. A amostra utilizada foi analisada 10 dias após ter chegado ao laboratório, onde foi guardada 
às condições ambientais da sala de armazenamento, e deixada no mesmo recipiente usado para o 
transporte da mesma. Na seguinte tabela são referidos os tempos de incubação, os meios de cultivos 
utilizados, e as diluições para as quais se consideram que as contagens das unidades formadoras de 
colónias de bactérias eram fiáveis, ou seja, as placas que continham entre trinta e trezentas unidades 
formadoras de colónias. Assim, não serão apresentados os valores de todas as contagens efetuadas, mas 
apenas das referidas anteriormente para um período de incubação de um, cinco e dez dias. 
 
Tabela 6 - Contabilização das unidades formadoras de colónias por ml de amostra para os diferentes meios de 
cultura para tempos de incubação de um, cinco e dez dias. 
Tempo de incubação (dias) Meio de Cultivo PCA 
(UFC/ml) 
Meio de Cultivo DSMZ 71 
(UFC/ml) 
1 4,4x103  <1 
5 5,0x103  5,4x103  
10 5,0x103  5,4x103  
 
Foi possível verificar que, para o primeiro dia de incubação em ambos os meios, o crescimento das 
unidades formadoras de colónias de bactérias foi díspar. Para o meio de cultivo PCA existiu crescimento 
bacteriano visível o que não sucedeu para o meio mineral em estudo. No entanto, ao fim de 5 dias de 
incubação, o número de UFC/ml de amostra foi semelhante em ambos os meios, indicando haver na 
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amostra a mesma abundância de organismos quimio-organo-heterotróficos (PCA) e quimio-lito-
autotróficos (DSMZ 71). 
Relativamente à evolução bacteriana no meio de cultivo PCA, verificou-se que, a partir da observação 
das placas em diferentes períodos de incubação, o tamanho das unidades formadoras de colónias 
praticamente duplicou em aproximadamente dois dias de incubação e as unidades formadoras de 
colónias, visualmente, evidenciavam o aparecimento de uma tonalidade mais amarela do que em apenas 
um dia de incubação. Foi igualmente observado que algumas unidades formadoras de colónias 
adquiriram uma forma irregular nas extremidades, e estas, relativamente semitransparentes, para este 
mesmo meio de cultura. A partir dos cinco dias de incubação não foi observada a formação de novas 
unidades formadoras de colónias. 
Na figura 14 é apresentada a ilustração relativa ao produto dos espalhamentos realizados em meio PCA 
após o tempo de incubação necessário para a formação e crescimento das unidades formadoras de 
colónias para posterior isolamento bacteriano. 
 
 
Figura 11 - Ilustração das placas de Petri com as unidades formadoras de colónias formadas após um 
tempo de incubação de aproximadamente dez dias no meio de cultivo PCA. São apresentadas todas as 
diluições, da esquerda para a direita, da placa com identificação da diluição10-1 para a placa com 
identificação da diluição10-4 com os respetivos duplicados. 
 
Relativamente à evolução bacteriana no meio de cultivo mineral, foi possível observar que as placas de 
diferentes períodos de incubação, apresentaram unidades formadoras de colónias com um ligeiro 
crescimento nos primeiros quatro dias de incubação e a sua coloração era branca e opaca. Neste meio, 
o desenvolvimento de unidades formadoras de colónias é relativamente mais lento do que em meio de 
cultivo PCA, e visualmente, apenas foi possível observar o crescimento e desenvolvimento de duas 
tipologias de colónias. Não foi verificado o crescimento a olho nu de outras colónias após 
aproximadamente cinco dias de incubação. O tamanho das unidades formadoras de colónias era 
diminuto e só foi possível a visualização das colónias com a colocação de objeto escuro na parte inferior 
da placa. A tonalidade das unidades formadoras de colónias desenvolvidas em meio mineral foi a mesma 
para todo o período de contagens. Na figura 15 são apresentados os espalhamentos realizados em meio 
mineral após 10 dias de incubação.  
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Figura 12 – Ilustração das placas de Petri com as unidades formadoras de colónias formadas após um 
tempo de incubação de aproximadamente 10 dias em meio de cultivo mineral. São apresentadas todas as 
diluições, da esquerda para a direita, da placa com identificação da diluição10-1 para a placa com 
identificação da diluição10-4 com os respetivos duplicados. 
 
4.1.2. ISOLAMENTO E QUANTIFICAÇÃO DOS MICRORGANISMOS 
CULTIVÁVEIS 
Para iniciar o processo de isolamento foi necessário anotar todas as características de cada tipo de 
unidade formadora de colónias. Na tabela 7 é apresentada a morfologia colonial das unidades 
formadoras de colónias recuperados em PCA. Isolou-se e purificou-se um isolado de cada tipo de 
morfologia. Os nomes atribuídos aos isolados devem-se essencialmente ao aspeto físico da colónia, 
nomeadamente, a atribuição da letra I (irregulares) deveu-se ao fato desta unidade formadora de colónia 
possuir as extremidades irregulares, a letra T (transparentes) deveu-se ao facto das extremidades serem 
transparentes, as letras CP (colónias pequenas) foram atribuídas às unidades formadoras de colónias de 
menor dimensão e por fim, a designação IA (irregulares amarelas) é atribuída às colónias que 
visualmente apresentavam irregularidades na sua forma e cor amarela forte. As últimas três colunas da 
tabela apresentam o resultado dos testes de caracterização fenotípica preliminar para cada um dos 
isolados. Para simplificar todo o processo, esta caracterização iniciou-se com o teste de Gram, visto 
tratar-se de um teste em que se faz a observação ao microscópio, tirando assim rapidamente as dúvidas 
da existência de contaminação ou não (pela observação de células de diferentes tipologias).  
Efetuou-se o mesmo procedimento para as unidades formadoras de colónias recuperadas no meio 
mineral. No entanto, as colónias purificadas provenientes deste meio não apresentaram crescimento 
tanto em meio PCA como em meio mineral. Sem este passo, tornou-se impossível a continuidade da 
investigação para as unidades formadoras de colónias desenvolvidas em meio mineral DSMZ 71. 
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Tabela 7 – Quadro-resumo da etapa de caracterização das unidades formadoras de colónias recuperadas em 
PCA da amostra RLCNC. 
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I (-3/2) e 
(-4/2) 
Branca Brilhante Irregular Plana Ondulada 9 Lisa (+) (+) (-) 
T (-1/1) e 
(-2/2) 
Bege Brilhante Circular Umbonada Inteira 5 Lisa (-) (+) (+) 
CP (-2/1) 
e (-3/1) 
Bege Brilhante Circular Plana Inteira 3 Lisa (+) (+) (-) 
IA (-4/1) 
e (-4/2) 
Branca Brilhante Circular Plana Inteira 6 Lisa (+) (+) (+) 
 
Visto que as unidades formadoras de colónias cultivadas em meio mineral não apresentaram crescimento 
depois de purificadas, as identificações atribuídas, assim como as características específicas da sua 
morfologia não foram inseridas na tabela 7 para melhor compreensão dos resultados adquiridos.  
Após esta comprovação da pureza das culturas, foi possível executar a técnica de extração de DNA de 
acordo com os procedimentos anteriormente explicados (Extração de DNA por fervura). Embora se 
tenha tentado amplificar o gene rRNA 16S de cada uma das estirpes isoladas, a análise da imagem da 
eletroforese em agarose (figura 13) permitiu concluir que, para a maioria das amostras, não existiu 
amplificação do DNA. Apenas foi possível observar uma banda contínua de pouca intensidade no poço 
8 (isolado IA (-4/1)).   
 
Figura 13 - Eletroforese dos produtos de ampliação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA 1) Padrão de 
pares de bases; 2 e 3) ADN da amostra com identificação I nas diferentes diluições; 4 e 5) ADN da amostra 
com identificação T nas diferentes diluições; 6 e 7) ADN da amostra com identificação CP nas diferentes 
diluições; 8 e 9) ADN da amostra com identificação IA nas diferentes diluições; 10) Controlo negativo (água 
ultrapura estéril); 11) Controlo positivo. 
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O fato de não ter ocorrido amplificação pode estar relacionado com vários motivos, nomeadamente, 
fatores relacionados a qualidade do DNA total extraído; fatores relacionados com a técnica de PCR 
como algum erro na manipulação dos reagentes, visto se tratar de um procedimento bastante minucioso, 
ou pelo fato de algum dos reagentes estar deteriorado; fatores relacionados com a concentração de 
agarose, que pode influenciar de forma significativa a porosidade do gel que por sua vez influência a 
capacidade de migração do DNA através do mesmo; fatores relacionados com o tempo de corrida e a 
voltagem aplicada ao gel. Desta forma as amostras não adquiriram as condições necessárias para serem 
enviadas para sequenciação, processo extremamente importante para a identificação de bactérias 
presentes na amostra do caso de estudo. 
Visto que este ensaio, com o objetivo de sequenciar os cultiváveis desenvolvidos para posterior 
identificação, não foi conclusivo, decidiu-se realizar novos espalhamentos com as suspensões 
concebidas para o estudo do fenómeno de biolixiviação de metais de interesse.  
 
4.2. PIROSEQUENCIAÇÃO 
Com o objetivo de identificar a comunidade bacteriana presente na amostra RLCNC, procedeu-se à 
pirosequenciação do gene 16S rRNA do seu DNA total. A análise das sequências identificadas por esta 
técnica revelou que 95 % das sequências correspondiam ao filo Proteobacteria, filo este constituído por 
bactérias Gram-negativas. Os restantes 5 % pertenciam a organismos sem classificação. Dentro do filo 
Proteobacteria, a classe mais abundante foi a Gammaproteobateria (82 %) logo seguida da classe 
Betaproteobacteria (12 %). A classe Alphaproteobacteria apresentou uma abundância muito menor, 
apenas 1 % de sequências identificadas (figura 14). 
 
 
Figura 14 - Representação gráfica da abundância de classes obtida pelo processo de pirosequenciação. 
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Figura 15 - Representação gráfica da distribuição por géneros obtida pelo processo de pirosequenciação 
 
Dentro da classe mais abundante (Gammaproteobacteria) foi visível o domínio do género 
Halothiobacillus com cerca de 73 % das sequências obtidas, género pertencente à classe (figura 15). 
Verificou-se ainda que o género Thiomonas foi o mais abundante dentro da classe Betaproteobacteria, 
com cerca de 7 % das sequências identificadas e analisadas. De acordo com estes resultados, apenas 
analisados posteriormente a toda a prática laboratorial, foi possível verificar o motivo pelo quando não 
foi possível o isolamento destas bactérias. O meio de cultura mineral utilizado não continha um elemento 
necessário para o crescimento do género Halothiobacillus, nomeadamente o cloreto de sódio. Estes 
conseguem viver em ambientes com altas concentrações de sal. O género em análise, assim como o 
género Thiomonas, têm um papel importante nos ciclos de carbono e enxofre globais. Estes são aptos a 
viver exclusivamente dos compostos inorgânicos (CO2 e enxofre) para equilibrar as suas necessidades 
de energia e de carbono, e são capazes de acidificar os resíduos de minas e promover a biolixiviação. 
A tabela com os dados integrais deste procedimento estão em ANEXO IV – DADOS DA 
PIROSEQUENCIAÇÃO. 
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4.3. ENSAIO DE BIOLIXIVIAÇÃO 
Este ensaio teve como objetivo primordial a quantificação dos metais de interesse na amostra (zinco, 
cobre, ferro sulfatos e sulfitos) e ainda paralelamente a identificação dos microrganismos cultiváveis 
presentes segundo a metodologia anteriormente descrita. Nesta secção será analisada a evolução das 
concentrações dos metais de interesse, relativamente às três amostras em estudo, de forma a permitir 
uma avaliação comparativa da evolução das concentrações de acordo com o meio. Este ensaio focar-se-
á em três amostras distintas com a identificação de RLCNC100 (Resíduo da Lavaria do Cobre da Mina 
de Neves-Corvo 100 %), amostra esta caracterizada por na sua composição conter 1000 ml da amostra 
original (RLCNC) e ainda 10 g de concentrado de cobre proveniente da exploração mineira do caso de 
estudo (100 % em volume de amostra original); a amostra RLCNC50 (Resíduo da Lavaria do Cobre da 
Mina de Neves-Corvo 50 %) amostra esta caracterizada por na sua constituição conter 500 ml da amostra 
original (RLCNC), 500 ml do meio mineral DSMZ 71 líquido, e ainda 10 g de concentrado de cobre 
proveniente da exploração mineira do caso de estudo; a terceira e última amostra de estudo é amostra 
com identificação RLCNC_CONTROLO caracterizada por na sua constituição conter 1000 ml de meio 
mineral líquido (DSMZ 71), e ainda 10 g de concentrado de cobre proveniente da exploração mineira 
do caso de estudo. 
4.3.1. VARIAÇÃO TEMPORAL DA CONCENTRAÇÃO DE COBRE 
Para a determinação da concentração em cobre na fase líquida, foi utilizada a técnica da absorção 
atómica referida na seção anterior. Os resultados alcançados estão apresentados na tabela 8. 
Tabela 8 - Concentração de cobre nas amostras RLCNC100, RLCNC50 e RLCNC_CONTROLO para 0, 20, 40 e 
70 dias de incubação. 
Amostra 
0 Dias incubação 
(µg/ml) 
20 Dias incubação 
(µg/ml) 
40 Dias incubação 
(µg/ml) 
70 Dias incubação 
(µg/ml) 
RLCNC100 20,5 244 448 1264 
RLCNC50 24,3 82,3 285 1006 
RLCNC_CONTROLO 25,8 5,92 3,86 32,0 
 
A figura 16 representa a variação da concentração de cobre em µg/ml ao longo do período de incubação. 
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Figura 16 - Representação gráfica da variação temporal da concentração de cobre nas três amostras em estudo 
para os diferentes tempos de incubação. 
Da análise da figura 16, é visível um aumento significativo da variação da concentração de cobre, para 
as amostras RLCNC50 e RLCNC100, sendo que na amostra RLCNC_CONTROLO não apresenta uma 
variação significativa por se tratar da amostra controlo. O aumento significativo da concentração de 
cobre nas amostras RLCNC50 e RLCNC100, nomeadamente aumentos de 12 e 22 vezes relativamente 
ao valor inicial, respetivamente, poderá ser explicado à luz de fenómenos de lixiviação do cobre, 
presente no concentrado adicionado, que transitou da fase sólida para a fase líquida, encontrando-se 
desta forma dissolvido na solução. Para efetuar a leitura das absorvâncias das respetivas amostras a fim 
de determinar as concentrações de cobre para cada uma das amostras nos diferentes tempos de 
incubação, foi necessário preceder a um trabalho prévio de diluição destas, a fim de assegurar que os 
valores lidos pelo espectrofotómetro se encontravam dentro da gama de valores das amostras padrão. 
De forma a confirmar a tendência de evolução das concentrações de cobre, para a janela temporal de 40 
dias de incubação, foi efetuada uma análise suplementar ao septuagésimo dia de incubação, tendo esta 
análise confirmado a tendência verificada para as três amostras. Foi possível constatar que a amostra 
RLCNC50 apresentou uma menor eficiência quando comparada com a amostra RLCNC100, esta 
observação pode estar ligada diretamente à diluição da amostra que poderá ter significado uma 
diminuição da comunidade bacteriana disponível para o processo de biolixiviação. 
4.3.2. VARIAÇÃO TEMPORAL DA CONCENTRAÇÃO DE ZINCO 
Para a determinação da concentração em zinco na fase líquida, foi aplicada a técnica de absorção atómica 
referida na seção anterior. Os resultados obtidos são os observáveis na tabela 9. 
Tabela 9 - Concentração de zinco nas amostras RLCNC100, RLCNC50 e RLCNC_CONTROLO para 0, 20, 40 e 
70 dias de incubação. 
Amostra 
0 Dias incubação 
(µg/ml) 
20 Dias incubação 
(µg/ml) 
40 Dias incubação 
(µg/ml) 
70 Dias incubação 
(µg/ml) 
RLCNC100 25,8 190 302 403 
RLCNC50 23,7 58,9 105 322 
RLCNC_CONTROLO 16,3 6,70 3,30 11,0 
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A figura 17 representa a variação temporal da concentração de zinco em µg/ml ao longo dos dias de 
incubação. 
 
Figura 17 - Representação gráfica da variação temporal da concentração de zinco nas três amostras em estudo 
para os diferentes tempos de incubação. 
A evolução temporal da concentração de zinco nas amostras seguiu a tendência verificada no caso 
relatado anteriormente para a concentração de cobre, como é possível verificar através da análise da 
figura 20, onde é visível um aumento significativo da evolução temporal da concentração de zinco, para 
as amostras RLCNC100 e RLCN50, sendo que na amostra RLCNC_CONTROLO não se observou um 
aumento da concentração por esta ser a amostra controlo. O aumento significativo da concentração de 
zinco nas amostras RLCNC100 e RLCNC50, nomeadamente incrementos de 4 e 12 vezes analogamente 
ao valor inicial, respetivamente, poderá ser explicado por fenómenos de lixiviação do metal zinco, 
presente no resíduo, que se transferiu da fase sólida para a fase líquida, encontrando-se desta forma 
dissolvido na solução. Para a realização da leitura das absorvâncias das amostras em estudo a fim de 
determinar as concentrações de zinco para cada uma destas nos diferentes tempos de incubação, foi 
essencial executar o mesmo trabalho prévio referido anteriormente, ou seja, a diluição das amostras, 
com a finalidade de garantir que os valores lidos pelo espectrofotómetro se encontravam dentro da gama 
de valores das amostras padrão. 
De forma a confirmar a tendência de evolução das concentrações de zinco, para a janela temporal de 40 
dias de incubação, foi efetuada uma análise suplementar ao septuagésimo dia de incubação. Esta análise 
confirmou a tendência verificada para as três amostras. Foi possível constatar que a amostra RLCNC50 
apresentou uma menor eficiência quando comparada com a amostra RLCNC100, esta observação pode 
estar ligada diretamente à diluição da amostra que poderá ter significado uma diminuição da comunidade 
bacteriana disponível para o processo de biolixiviação. 
 
4.3.3. VARIAÇÃO TEMPORAL DA CONCENTRAÇÃO DE FERRO 
As amostras em análise nesta seção, já referidas anteriormente, auxiliaram na determinação da 
concentração de metais em solução.  
Os resultados das concentrações de ferro nas amostras sujeitas a incubação durante um período de 40 
dias são os apresentados na tabela seguinte. A tabela seguinte indica, respetivamente, a concentração de 
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ferro para o dia 0, 20 e 40. As concentrações foram calculadas com recurso à reta de calibração 
mencionada anteriormente, pela substituição dos valores das absorvâncias obtidos. 
 
Tabela 10 – Valores das absorvâncias e respetivas concentrações de ferro das amostras RLCNC100, 
RLCNC50 e RLCNC_CONTROLO para os diferentes períodos de incubação. 
Amostra 
Absorvância 
Ferro Total 
Absorvância 
Fe2+ 
Concentração 
(mg Ferro 
total/L) 
Concentração 
(mg Fe2+/L) 
Concentração 
(mg Fe3+/L) 
0 DIAS 
RLCNC100 0,804 0,781 133 128,8 3,76 
RLCNC50 0,584 0,502 9,66 8,32 1,34 
RLCNC_CONTROLO 0,186 0,163 1,58 1,40 0,188 
20 DIAS 
RLCNC100 0,470 0,108 78,0 18,9 59,1 
RLCNC50 0,097 0,013 1,71 0,341 1,37 
RLCNC_CONTROLO 0,130 0,035 1,13 0,350 0,776 
40 DIAS 
RLCNC100 0,3307 0,010 55,3 2,92 52,4 
RLCNC50 0,028 0,003 0,586 0,178 0,408 
RLCNC_CONTROLO 0,718 0,018 5,93 0,211 5,71 
 
Tendo em conta os resultados obtidos, foram efetuadas as representações gráficas de forma facilitar a 
análise da evolução das concentração dos metais em estudo durante o período de incubação. Foram 
realizadas três representações distintas para cada um dos metais, nomeadamente, ferro total, Fe2+ e Fe3+. 
Em cada uma das representações gráficas são apresentadas as concentrações obtidas para os 0, 20 e 40 
dias de incubação. 
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Figura 18 - Representação gráfica da variação temporal da concentração de ferro total nas três 
amostras em estudo para os diferentes tempos de incubação. 
 
Na figura 18 está representada a variação temporal da concentração de ferro total nas três amostras em 
estudo, onde se denota uma gradual diminuição da concentração de ferro total da amostra RLCNC100 
(Amostra do resíduo em estudo) quando comparada com a amostra RLCNC_CONTROLO (Amostra do 
meio mineral - controlo). É possível igualmente afirmar que era espectável que a concentração de ferro 
na amostra RLCNC50 fosse mais elevada, porém, por algum erro associado ou interferência de algum 
elemento químico em solução, a concentração foi inferior à esperada. De forma de depurar algum erro 
no procedimento efetuou-se a repetição da análise, mas os resultantes obtidos não demonstraram 
nenhuma variação relativamente aos inicialmente obtidos. 
 
 
Figura 19 - Representação gráfica da variação temporal da concentração de Fe2+ nas 3 amostras 
em estudo para os diferentes tempos de incubação. 
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Na figura 19 está apresentada a variação temporal da concentração de Fe2+ para as três amostras em 
estudo, onde é possível observar que existe uma diminuição acentuada da concentração deste elemento 
até ao vigésimo dia, e depois uma ligeira diminuição até ao quadragésimo dia na amostra que detém, em 
volume, a totalidade da amostra de resíduos da mina em estudo (RLCNC100). Visto que o cálculo da 
concentração de Fe2+ está interligada com o cálculo da concentração de ferro total, é possível assegurar 
que este resultado pode apresentar alguma espécie de erro não detetável durante o procedimento.  
 
 
Figura 20 - Representação gráfica da variação temporal da concentração de Fe3+ nas três amostras 
em estudo para os diferentes tempos de incubação. 
Da representação gráfica anterior é possível observar que, para a amostra RLCNC100, existe um 
aumento significativo da concentração de Fe3+ até ao vigésimo dia de incubação, após este período, a 
concentração tende a diminuir suavemente até ao quadragésimo dia de incubação. Visto que a 
concentração de Fe3+ foi calculada pela diferença entre a concentração de ferro total e a concentração 
de Fe2+, é natural que igualmente ao anterior, o comportamento observado desta variável não 
corresponde ao real não seja a correta para o caso de estudo. 
 
4.3.4. VARIAÇÃO TEMPORAL DA CONCENTRAÇÃO DE SULFATOS 
Para a determinação da concentração de sulfatos, foi aplicado o método do turbidimétrico referido na 
seção anterior. Os resultados obtidos são os observáveis na tabela 11. 
Tabela 11 - Concentração de Sulfato nas amostras RLCNC100, RLCNC50 e RLCNC_CONTROLO para 0, 20 e 
40 dias de incubação 
Amostra 
0 Dias incubação 
(mg/l) 
20 Dias incubação 
(mg/l) 
40 Dias incubação 
(mg/l) 
RLCNC100 2409 2704 3663 
RLCNC50 3363 3258 5049 
RLCNC_CONTROLO 4059 2120 1509 
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A seguinte representação gráfica representa a variação temporal da concentração de sulfato em mg/l ao 
longo do período de incubação. 
 
Figura 21 - Representação gráfica da evolução temporal da concentração de Sulfato nas 3 
amostras em estudo para os diferentes tempos de incubação. 
 
Para a determinação da concentração de sulfatos dissolvidos nas soluções, foi empregue o método do 
turbidimétrico. Como é possível observar, a amostra RLCNC_CONTROLO para 0 dias de incubação 
apresenta uma elevada concentração de sulfatos, cerca de 4000 mg/l e decresceu até aproximadamente 
1500 mg/l, este fato poderia ser explicado pela presença de bactérias redutoras de sulfato que utilizam 
este ião como recetor final de eletrões no seu processo de respiração anaeróbica, com a produção de 
sulfuretos, porém este processo não ocorreu visto se tratar de amostras em condições aeróbias. Por outro 
lado, as concentrações de sulfatos aumentaram ao longo do tempo de incubação de forma gradual para 
as amostras RLCNC50 e RLCNC100. Este aumento pode ser explicado pela atividade microbiana, ou 
seja, pelo fato dos microrganismos quimio-lito-autotróficos oxidarem os elementos que lhes darão mais 
energia, neste caso componentes de enxofre. 
4.3.5. VARIAÇÃO TEMPORAL DA CONCENTRAÇÃO DE SULFITOS 
Na tabela 12 estão indicados os valores das concentrações de sulfitos em mg/l obtidas nos diferentes 
tempos de incubação. 
 
Tabela 12 - Concentração de sulfitos nas amostras RLCNC100, RLCNC50 e RLCNC_CONTROLO para 0, 20 e 
40 dias de incubação. 
Amostra 
Concentração 0 dias 
incubação (mg/l) 
Concentração 20 dias 
incubação (mg/l) 
Concentração 40 dias 
incubação (mg/l) 
RLCNC100 4,00 6,00 4,00 
RLCNC50 46,0 16,0 10,0 
RLCNC_CONTROLO 490 118 22,0 
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Na figura 22 está representada a evolução temporal da concentração de sulfitos em mg/l ao longo do 
período de incubação (0, 20 e 40 dias). 
 
 
Figura 22 - Representação gráfica da evolução da concentração de Sulfitos nas 3 amostras em 
estudo para os diferentes tempos de incubação. 
 
Para a determinação das concentrações de sulfitos presentes em solução, foi utilizado o método 
iodimétrico. Este método consiste num processo de titulação até ao aparecimento de um complexo azul 
que nos indica o fim da titulação, como indicado na literatura. Analisando os resultados apresentados, 
constatou-se que em todas as amostras existiu diminuição da concentração de sulfitos, verificando-se 
que para a amostra RLCNC_CONTROLO, a concentração inicial era relativamente elevada, quando 
comparada com as restantes, porém e ao longo do tempo de incubação em questão, esta concentração 
foi diminuindo até valores relativamente baixos.  
A literatura consultada indica que existem uma série de interferências que podem alterar os valores reais 
das concentrações, nomeadamente a presença de outros materiais oxidáveis assim como os sulfuretos, 
tiossulfato e iões de Fe2+, que podem causar o aparecimento de concentrações elevadas de sulfitos. A 
elevada concentração obtida na amostra RLCNC_CONTROLO pode estar diretamente relacionada com 
este tipo de interferência, visto que esta amostra é constituída na sua totalidade de meio mineral, que 
contém na sua composição o tiossulfato em maior quantidade relativamente aos restantes constituintes 
minerais. A amostra RLCNC50 é composta, em percentagem, por 50% de meio mineral na sua 
composição, porém a sua concentração inicial é relativamente mais baixa do que a amostra 
RLCNC_CONTROLO. A amostra RLCNC100, por outro lado, manteve a concentração 
aproximadamente constante ao longo do período de incubação. 
Após a determinação da evolução das concentrações dos metais de interesse para o caso de estudo, foi 
efetuado para estas amostras supracitadas o mesmo procedimento realizado para a amostra RLCNC, 
uma vez que a sua análise a nível da amplificação de DNA não apresentou resultados conclusivos. Deste 
modo foram efetuados os espalhamento destas três amostras com o intuito de identificar as comunidades 
bacterianas presentes no resíduo mineiro em estudo. 
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4.3.6. ENUMERAÇÃO DOS ORGANISMOS CULTIVÁVEIS DE RLCNC100 E DE 
RLCNC50 
4.3.6.1. AMOSTRA RLCNC100 
A amostra RLCNC100 é caracterizada por, na sua constituição, conter 1000 ml da amostra original 
(RLCNC), e ainda 10 g do concentrado de cobre proveniente da exploração mineira do caso de estudo.  
Ao contrário dos resultados obtidos aquando da caracterização da amostra original (RLCNC), no dia 0, 
a amostra RLCNC100 apresentou menor abundância de bactérias quimio-organo-heterotróficas (PCA, 
8,0x102 UFC/ml) do que quimio-lito-autotróficas (DSMZ 71, 2,3x105 UFC/ml). Uma vez que as 
amostras RLCNC e RLCNC100 apenas diferem na data da análise, 30 de março de 2015 e 17 de abril 
de 2015, respetivamente, estes dados parecem sugerir que durante o armazenamento da amostra no 
laboratório, geraram-se condições que favoreceram o desenvolvimento dos organismos quimio-lito-
autotróficas cultiváveis, que aumentaram cerca de duas ordens de grandeza nesse intervalo de tempo. 
Em oposição, as condições de armazenamento pareceram desfavorecer a população quimio-organo-
heterotróficas, que nesse período de tempo decresceu cerca de uma ordem de grandeza de (PCA, 5,4x103 
UFC/ml) para a contagem (PCA, 8,0 x102 UFC/ml) (tabelas 6 e 13). A seguinte tabela indica as 
contagens realizadas para ambos os meios de cultivo. 
 
Tabela 13 - Contabilização das unidades formadoras de colónias por ml de amostra RLCNC100 no instante t=0 
dias para os diferentes meios de cultivo para tempos de incubação de um, cinco e dez dias. 
Tempo de incubação (dias) Meio de Cultivo PCA (UFC/ml) 
Meio de Cultivo DSMZ 71 
(UFC/ml) 
1 6,0x102  <1 
5 8,0x102  2,1x104  
10 8,0x102  2,3x105  
 
A morfologia colonial da amostra RLCNC foi semelhante à das colónias da amostra RLCNC100, visto 
que a única diferença reside no fato de que estas foram sujeitas a espalhamento em datas diferentes. 
Porém, poderiam existir diferenças tendo em conta de que, no período de tempo entre os espalhamentos, 
a amostra armazenada poderia sofrer alterações relativamente aos organismos então presentes. 
 
4.3.6.2. AMOSTRA RLCNC50 
Esta amostra (RLCNC50) apresenta relativamente à amostra anterior metade da quantidade da amostra 
de estudo (RLCNC), 500 ml de meio mineral e ainda 10 g de concentrado de cobre. Identicamente ao 
realizado anteriormente, após a técnica de espalhamento em meio PCA e meio mineral e posterior tempo 
de incubação para a possibilidade de crescimento bacteriano. Visto que esta amostra é bastante idêntica 
à anterior tendo apenas como diferença o facto de estar diluída (pela colocação de 500 ml de meio 
mineral), os resultados das contagens para cada diluição realizada à partida deveriam ser diferentes das 
contagens da amostra anterior. Este facto foi verificado visto as contagens realizadas para esta amostra 
apresentarem uma abundância de bactérias quimio-organo-heterotróficas menor do que na amostra 
RLCNC100, o que não foi verificado para o meio onde crescem bactérias quimio-lito-autotróficas. A 
tabela seguinte indica as contagens efetuadas para a amostra aqui estudada. 
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Tal como descrito acima para a amostra RLCNC100, verificou-se que o número de unidades formadoras 
de colónias da amostra RLCNC50 baixou para níveis inferiores a 10 UFC/mL ao longo do período de 
incubação, em ambos os meios. 
 
Tabela 14 - Contabilização das unidades formadoras de colónias por ml de amostra RLCNC50 no instante t=0 
dias para os diferentes meios de cultivo para tempos de incubação de um, cinco e dez dias. 
Tempo de incubação (dias) Meio de Cultivo PCA (UFC/ml) 
Meio de Cultivo DSMZ 71 
(UFC/ml) 
1 3,8x102  <1 
5 4,0x102  1,9x105  
10 4,0x102  2,6x105  
 
4.3.6.3. AMOSTRA RLCNC_CONTROLO 
A amostra RLCNC_CONTROLO é caracterizada por conter exclusivamente 1000 ml de meio mineral 
líquido e 10 g de concentrado de cobre. Esta solução foi desenvolvida com o objetivo primordial de 
servir como controlo na quantificação de metais em solução no processo de biolixiviação e ainda para 
certificar a ausência de crescimento de comunidades bacterianas em meio de cultivo, de forma a 
descartar a existência de possíveis contaminações. 
Para esta amostra foram efetuados três espalhamentos, espalhamentos esses que tiveram como fator 
diferenciador entre si a diluição utilizada, para a o primeiro foi usada a amostra pura (sem diluição), no 
segundo o fator de diluição utilizado foi 1:10 e por fim o terceiro e último espalhamento teve como fator 
de diluição 1:100. 
Findo o período de incubação previamente estabelecido, como expectável e pretendido verificou-se que 
não existiu atividade nem crescimento bacteriano em nenhuma das placas sujeitas a espalhamento. Este 
processo foi efetuado para o dia 0 de incubação e para o dia 40 de incubação, ambos mostraram os 
mesmos resultados.  
Relativamente à abundância dos organismos cultiváveis ao longo do ensaio de biolixiviação, podemos 
constatar que estes diminuíram ao longo do período de incubação. Esta tendência verificou-se quando 
foram efetuados espalhamentos destas mesmas amostras para o dia 20 e para o dia 40 de incubação. Os 
resultados das enumerações nesta seção dizem respeito ao dia 0 de incubação. Os espalhamentos 
realizados no dia 20 do período de incubação não se mostraram conclusivos, visto que apenas se 
formaram seis colónias de bactérias na primeira diluição em meio PCA (colónia que foi devidamente 
isolada mas sem resultado válido no processo de eletroforese efetuado), ou seja, é confirmada a 
tendência da diminuição da quantidade de organismos tanto para meio mineral como a para meio PCA. 
Em relação às colónias desenvolvidas, constatou-se que estas apresentavam um tamanho muito inferior 
relativamente às colónias desenvolvidas anteriormente. Nas placas com mineral não foi observado, a 
olho nu, o desenvolvimento de cultiváveis. Para o dia 40 de incubação, tanto para meio mineral como 
para meio PCA não foram observados o crescimento de cultiváveis. Estes resultados parecem confirmar 
a tendência de decréscimo dos organismos quimio-organo-heterotróficos durante o processo de 
biolixiviação e do aumento de organismos quimio-lito-autotróficos. 
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4.3.7. ISOLAMENTO DOS ORGANISMOS CULTIVÁVEIS DE RLCNC100 E DE 
RLCNC50 
Tal como descrito para a amostra RLCNC, também não foi possível purificar os organismos cultivados 
em meio mineral, uma vez que nenhum apresentou crescimento nesse meio ou em meio PCA em cultura 
pura. Nas tabelas 15 e 16 é apresentada a morfologia colonial das unidades formadoras de colónias 
recuperados em PCA para as amostras RLCNC100 e de RLCNC50, respetivamente. De cada tipo de 
morfologia purificou-se um isolado no mesmo meio e procedeu-se à sua caracterização fenotípica 
preliminar (tabelas 18 e 19). Para cada isolado, após a amplificação do gene rRNA 16S (figuras 23, 24 
e 25), procedeu-se à sua sequenciação. As sequências foram analisadas no BioEdit (editor de 
alinhamento de sequências biológicas) e cortadas as sequências de nucleótidos com maior qualidade, 
com picos agudos e regularmente separados (pelo menos 600 nucleótidos). Posteriormente procedeu-se 
à análise das sequências obtidas, tendo estas sido comparadas com outras disponíveis na em bases de 
dados mundiais através da ferramenta online BLAST (Blast Local Alignment Search Tool) e 
posteriormente na base de dados online EzBioCloud em EzTaxon. A utilização desta última base de 
dados permitiu calcular a % de similaridade entre a sequência de cada um dos isolados com a sequência 
das estirpes tipo das espécies mais próximas. As sequências obtidas de cada um dos isolados está 
presente em ANEXO II – SEQUÊNCIAS DE DNA. 
Um grande número de isolados (nº total) foi identificado ao género Staphylococcus, tendo a sequência 
do gene rRNA 16S apresentando uma percentagem de similaridade superior a 99% com várias espécies 
deste género. 
Estes organismos são descritos como resistentes a metais e outros compostos nocivos, o que pode 
justificar a sua presença nas amostras. A presença de organismos do género Bacillus também não é 
surpreendente, uma vez que formam estruturas de dormência que lhes permitem resistir a condições 
adversas.  
Uma vez que a análise dos dados da pirosequenciação mostrou que a maioria das bactérias presentes na 
amostra RLCNC eram Gram-negativas, é possível afirmar que os microrganismos Gram-positivos 
cultiváveis se encontram numa percentagem muito baixa na amostra. Provavelmente os organismos 
cultiváveis eram provenientes da água de superfície usada no processo de tratamento da lavaria. 
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Tabela 15 - Quadro efetuado para anotações das características principais das diferentes tipologias observadas nas placas de petri com a amostra com identificação 
RLCNC100. 
ID Cor Brilho 
Formato da 
colónia 
Elevação Margem Diâmetro (mm) Superfície Gram Catalase Oxidase 
RLCNC100 
1_L1B Bege Brilhante Circular Umbonada Inteira 6 Lisa (+) (+) (-) 
2_L1D Amarela Brilhante Circular Placa Inteira 5 Lisa (+) (+) (-) 
3_L1DA Amarela Brilhante Circular Plana Inteira 2 Lisa (-) (-) (-) 
4_L1E Branca Brilhante Circular Plana Inteira 4 Lisa (+) (+) (-) 
5_L1F Amarela Brilhante Circular Plana Inteira 3 Lisa (-) (+) (-) 
6_L1GA Amarela Brilhante Circular Plana Inteira 6 Lisa (-) (-) (+) 
7_L1I Amarela Brilhante Circular Plana Inteira 5 Lisa (-) (+) (-) 
8_L1S Branca Brilhante Circular Plana Inteira <1mm Puntiforme (-) (-) (-) 
9_L1V Amarela Brilhante Circular Elevada Inteira 3 Lisa (+) (+) (+) 
10_L1X Branca Brilhante Circular Plana Inteira 12 Irregular (+) (+) (-) 
11_LIG Branca Brilhante Circular Plana Inteira 5 Ondulada (-) (+) (+) 
12_LIH Branca Brilhante Circular Umbonada Inteira 3 Ondulada (-) (+) (+) 
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Tabela 16 - Quadro efetuado para anotações das características principais das diferentes tipologias observadas 
nas placas de petri com a amostra com identificação RLCNC50. 
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RLCNC50 
13_L2C Rosa Opaca Circular Raised Inteira >1mm Rugosa (-) (+) (+) 
14_L2D 
Bege/ 
Castanha 
Brilhante Circular Convexa Inteira 7 Lisa (-) (-) (-) 
15_L2DA Amarela Brilhante Circular Plana Ondulada 6 Lisa (-) (-) (-) 
16_L2E Branca Brilhante Circular Plana Inteira 5 Lisa (+) (+) (-) 
 
Nas figuras seguintes (figuras 23, 24, 25 e 26) são apresentadas as fotografias da eletroforese dos 
produtos de amplificação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA. 
 
 
Figura 23 - Eletroforese dos produtos de ampliação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA. 1) Padrão de pares 
de bases; 2) DNA da amostra com identificação L1F; 3) DNA da amostra com identificação L1I; 5) DNA da amostra 
com identificação L1V; 6) DNA da amostra com identificação L1E; 7) DNA da amostra com identificação L1GA; 8) 
DNA da amostra com identificação L1D; 9) DNA da amostra com identificação L1D (Repetido); 10) DNA da amostra 
com identificação L1I (Repetido); 11) DNA da amostra com identificação L1H; 12) DNA da amostra com 
identificação L1B; 13) DNA da amostra com identificação L1G; 14) Controle negativo (água ultrapura); 15) Controlo 
positivo. 
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Figura 24 - Eletroforese dos produtos de ampliação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA. 1) Padrão de 
pares de bases; 2) DNA da amostra com identificação L1F; 3) DNA da amostra com identificação L1H; 4) DNA 
da amostra com identificação L1I; 5) DNA da amostra com identificação L1I (Repetido); 6) DNA da amostra 
com identificação L1G; 7) DNA da amostra com identificação L1V; 8) DNA da amostra com identificação L1GA; 
9) DNA da amostra com identificação L1D; 11) DNA da amostra com identificação L1E; 12) DNA da amostra 
com identificação L1D (Repetido); 13) DNA da amostra com identificação L1B; 14) Controle negativo (água 
ultrapura); 15) Controlo positivo. 
 
Figura 25 - Eletroforese dos produtos de ampliação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA. 1) Padrão de 
pares de bases; 2) DNA da amostra com identificação L1S; 7) DNA da amostra com identificação L1X; 8) DNA 
da amostra com identificação L1H; 9) DNA da amostra com identificação L1I; 10) DNA da amostra com 
identificação L1V; 11) DNA da amostra com identificação L1D; 12) DNA da amostra com identificação L1E; 13) 
DNA da amostra com identificação L1B; 14) Controle negativo (água ultrapura); 15) Controlo positivo. 
 
Figura 26 - Eletroforese dos produtos de ampliação do gene rRNA 16S dos isolados de PCA. 1) Padrão de 
pares de bases; 3) DNA da amostra com identificação L2DA; 4) DNA da amostra com identificação L2D; 6) 
DNA da amostra com identificação L2I; 7) DNA da amostra com identificação L2C;14) Controle negativo (água 
ultrapura); 15) Controlo positivo. 
.
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4.3.7.1. RESULTADOS DA COMPARAÇÃO DAS SEQUENCIAÇÕES OBTIDAS COM BASES DE DADOS DA AMOSTRA RLCNC100  
 
Tabela 17 - Identificação das estirpes bacterianas recuperadas a partir da amostra RLCNC100 resultante do tratamento da lavaria de cobre da Mina de Neves-
Corvo em comparação com a base de dados EzBioCould em EzTaxon 
Identificação da amostra 
Posições do fragmento analisado 
(pb) 
Nome Científico 
GenBank 
accession no. 
% Similaridade sequencia 
gene 16S rRNA 
2_L1D 681 
Staphylococcus saprophyticus subsp. Bovis 
GTC 843T 
AB233327 100 
5_L1F=7_L1I 662 Brevundimonas nasdae GTC 1043T AB071954 100 
11_L1G 701 Haematobacter massiliensis CCUG 47968T DQ342309 100 
6_L1GA 702 Chryseobacterium hominis NF802T AM261868 99,3 
7_L1I 662 Brevundimonas nasdae GTC 1043T AB071954 100 
1_L1B 631 Staphylococcus equorum subsp. Equorum 
ATCC 43958T 
AB009939 99,6 
4_L1E 631 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T L37605 100 
12_L1H 611 Chryseobacterium hominis NF802T AM261868 99,3 
3_L1DA 662 Staphylococcus warneri ATCC 27836T L37603 100 
9_L1V 421 Dermacoccus nishinomiyaensis DSM 20448T X87757 97,9 
10_L1X 651 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T L37605 100 
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4.3.7.2. RESULTADOS DA COMPARAÇÃO DAS SEQUENCIAÇÕES OBTIDAS COM BASES DE DADOS DA AMOSTRA RLCNC50 
 
Tabela 18 - Identificação das estirpes bacterianas recuperadas a partir da amostra RLCNC50 resultante do tratamento da lavaria de cobre da Mina de Neves-Corvo em 
comparação com a base de dados EzBioCould em EzTaxon. 
Identificação da amostra Comprimento (pb)  Nome Científico GenBank accession no. 
% Similaridade sequencia 
gene 16S rRNA 
16_L2E 271 Bacillus halosaccharovorans E33T HQ433447 98,9 
15_L2DA 601 Bacillus siralis 171544T AF071856 99,5 
13_L2C 661 Methylobacterium populi BJ001T CP001029 99,8 
14_L2D 651 Bacillus siralis 171544T AF071856 99,5 
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5.  
CONCLUSÕES 
Nesta seção final importa salientar todas as temáticas envolvidas neste projeto com o objetivo de tentar 
salientar as contribuições e resultados adquiridos do trabalho de investigação proposto. O objetivo 
inicialmente traçado passava pelo desenvolvimento de uma base de dados que catalogasse as 
comunidades bacterianas presentes num ambiente mineiro, tendo sido utilizado como caso de estudo a 
exploração mineira de Neves-Corvo, da qual proveio a amostra representativa dos resíduos resultantes 
do processo de tratamento presente na lavaria do cobre desta mina. 
A quantificação do fenómeno de biolixiviação fazia parte do plano inicialmente delineado, pelo que esta 
etapa foi concretizada com obtenção resultados favoráveis para os metais de interesse para o caso de 
estudo (cobre e zinco). Os resultados obtidos a partir da biolixiviação para estes dois elementos foram 
os expectáveis segundo os fundamentos teóricos, ou seja, confirmou-se uma evolução positiva nas 
concentrações durante a janela temporal de incubação usada. Paralelamente verificou-se que a utilização 
de meio mineral como substituto parcial da amostra não se traduziu num fator de exponenciação da 
biolixiviação, uma vez que as análises realizadas segundo este procedimento não se revelaram benéficas 
para amplificação do processo de biolixiviação. Para os restantes compostos analisados (ferro, sulfato, 
sulfitos) não foram obtidos resultados conclusivos, facto este que pode ter sido originado por 
interferências associadas metodologia utilizada, nomeadamente com os agentes oxidantes presentes na 
amostra, agentes estes que poderão ter sido introduzidos durante o processo de tratamento a que a 
amostra usada foi sujeita, ou pela influência dos constituintes do meio mineral utilizado. 
Relativamente ao processo de identificação das comunidades bacterianas presentes na amostra, é 
possível inferir que as metodologias aplicadas para a concretização desta etapa foram conseguidas no 
seu todo, porém a identificação dos microrganismos não foi de encontro ao expectável face à 
proveniência da amostra, uma vez que nenhuma das identificações efetuadas está direta ou indiretamente 
relacionada com a extração mineira. Os fatores que contribuíram para a intensificação destas 
discordâncias estarão diretamente relacionados com o processo de tratamento ao qual a amostra foi 
sujeita, tratamento este que poderá ter desvirtuado as suas características microbiológicas primordiais, 
devido ao facto de ser utilizada água proveniente da Barragem de Santa Clara, a qual poderá ter 
influenciado a presença de microrganismos associados ao Homem, ou ainda pela simples aplicação de 
tratamentos químicos, que poderão ter eliminado as comunidades endógenas da amostra. Foi 
caracterizada a comunidade bacteriana para o dia 0 de incubação dos inóculos sujeitos a biolixiviação 
em que o género dominante foi o Staphylococcus. 
Os resíduos mineiros analisados proporcionaram o desenvolvimento de comunidades bacterianas o que 
à partida permite concluir que os resíduos, provenientes desta exploração mineira, não contém elementos 
inibidores do crescimento bacteriano ou que o processo de tratamento em vigor é eficaz na eliminação 
desses possíveis inibidores de crescimento bacteriano. Ainda sobre o desenvolvimento das comunidades 
bacterianas é possível estabelecer uma relação direta entre as concentrações de zinco e cobre e o 
crescimento microbiano, visto que foi observado que ocorria um decréscimo do número total de colónias 
e uma diminuição considerável da variabilidade da tipologia de colonias presentes. No processo de 
pirosequenciação, os resultados foram claramente dominados pelo género (Halothiobacillus), o qual não 
foi identificado nos cultiváveis em meio PCA, podendo assim considerar que os isolados do meio PCA 
estarem numa percentagem minoritária uma vez que não foram identificados nas sequências resultantes 
do processo de pirosequênciação.  
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6.  
RECOMENDAÇÕES FUTURAS 
Findado o projeto de investigação relacionado com o estudo das comunidades bacterianas em ambientes 
mineiros existem etapas e procedimentos que podem ser adotados para a continuidade do mesmo e 
melhoria dos resultados e futuras conclusões.  
Para este projeto, foram utilizados dois meios de cultivo, nomeadamente, o meio de cultivo PCA e o 
meio de cultivo mineral DSMZ 71. Tendo em conta que existiu crescimento no meio mineral escolhido, 
mas que na tentativa de isolar as colónias bacterianas, não existiu crescimento dos isolados em meio 
mineral, deveria ser então estuada a hipótese da utilização de um outro meio mineral onde pudesse existir 
o crescimento dos isolados em estudo, para além da utilização do meio de cultivo PCA. 
Visto que foram efetuadas análises e estudadas as comunidades bacterianas presentes numa amostra 
representativa da etapa final do tratamento de resíduos da mina de Neves-Corvo, amostra esta recolhida 
na lavaria do cobre, pelo que seria pertinente a realização do mesmo estudo para uma amostra 
representativa do início do processo de flutuação. Sabendo-se que o tratamento dos resíduos engloba 
um processo físico e químico, seria de todo oportuno a realização dos mesmos procedimentos adotados 
neste caso de estudo, com vista a estabelecer uma análise comparativa entre os resultados obtidos nesta 
investigação e resultados de pré-flutuação. Partindo desta análise comparativa, seria possível a obtenção 
de conclusões relativas à influência do processo de flutuação nas comunidades bacterianas. 
Para além da utilização de uma outra amostra representativa do ambiente mineiro estudado, seria 
relevante para o presente estudo em questão, a utilização de uma amostra oriunda de um outro ambiente 
mineiro, de forma a estabelecer relações entre comunidades bacterianas de explorações mineiras de 
diferentes minérios. Posteriormente seria producente efetuar a comparação de resultados e verificar a 
existência de diferenças de comunidades bacterianas de diferentes ambientes mineiros. 
Estas pequenas recomendações visam um aumento significativo de procedimentos a realizar, mas que 
contudo, podem ser verdadeiramente importantes para o caso de estudo, visto que as comunidades 
bacterianas são pouco estudas, tornando-se marginais no seio da investigação científica. 
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8.1. ANEXO I – MICROBIOLOGIA (REVISÃO DE LITERATURA) 
8.1.1. ESTUDOS MICROBIOLÓGICOS E IDENTIFICAÇÃO DE COMUNIDADES 
BACTERIANAS 
8.1.1.1. IMPORTÂNCIA DA MICROBIOLOGIA 
A Microbiologia “é o estudo de organismos microscópios; tal denominação deriva de três palavras 
gregas: mikros (“pequeno”), bios (“vida”) e logos (“ciência”). Assim, a microbiologia significa o 
estudo da vida microscópia.” (Pelczar,Jr., et al., 1996). A Microbiologia não é apenas uma ciência do 
ramo da biologia repleta de conceitos complexos e termos técnicos difíceis de proferir mas sim uma 
ciência criada para melhorar a qualidade de conhecimentos de tudo o que nos rodeia. Os mistérios da 
ciência que nos séculos passados dizimaram vidas humanas por variadas causas, nomeadamente a falta 
de boas práticas de higiene, precariedade na confeção dos alimentos e falta de controlo sanitário, podem 
ser resolvidos atualmente pelas técnicas que foram desenvolvidas e pela administração de fármacos, 
como é o exemplo do antibiótico, essencial para o tratamento de infeções causadas por microrganismos. 
A disseminação de doenças infeciosas na antiguidade era um problema bastante grave visto que os 
recursos terapêuticos eram nulos ou praticamente inexistentes. 
Algumas das mais importantes descobertas científicas demostradas em séculos passados ainda hoje são 
utilizadas, como é o caso do microscópio, apenas melhorado pelos avanços tecnológicos ao longo dos 
anos e com a constante investigação que existe na área. Este foi usado pela primeira vez por Antony van 
Leewenhoek (1632-1723) para observação de águas de rios, infusões de pimenta, salina, fezes, etc. 
(Pelczar,Jr., et al., 1996). 
Esta ciência não terá um fim, isto é, todos os conceitos e todos os resultados microbiológicos são 
provisórios e temporários pois resultam de análises, observações e de resultados que posteriormente são 
reformulados por novas análises, observações e resultados. Vão existir sempre melhorias aos trabalhos 
experimentais que darão sempre novos resultados, principalmente mais conclusivos e com mais certezas 
das hipóteses e modelos definidos no início de cada trabalho. 
Os métodos científicos usados para a aquisição de dados serão sempre melhoradas para a investigação 
de uma enorme variedade de áreas de aplicação. Entrando no tema da extração mineira e produção de 
resíduos, podemos considerar que esta tem uma contribuição determinável a nível microbiológico, com 
o desenvolvimento do processo de biolixiviação, que abrange a recuperação de determinados metais a 
partir de minérios pobres ou resíduos de minas (sulfuretos de ferro com pequenas quantidades de metais 
preciosos, como o cobre e o ouro, por exemplo) por ação de bactérias oxidantes. 
Todo o conhecimento acerca das características hereditárias, metabolismo e associação dos 
microrganismos tem contribuído o avanço tecnológico e para a continuação da pesquisa e investigação 
de tudo o que está relacionado com a vida microbiana, contribuindo assim para as significativas 
melhorias para a vida do homem, beneficiando igualmente em todos os sentidos a sua vida com humano 
e como pessoa capaz de utilizar matéria-prima fornecidas e transforma-la em recursos importantes para 
melhorar a sua qualidade de vida. 
A Microbiologia dedica-se ao estudo dos microrganismos, nomeadamente, das suas atividades 
(reprodução, metabolismo), à sua estrutura (forma, fisiologia). Estuda os benefícios destes para o 
homem assim como as consequências que estes podem induzir a este. Quanto ao meio ambiente, é 
importante salientar a importância da microbiologia para assegurar a continuidade de varias espécies e 
proteger o passivo ambiental de infeções e outros efeitos negativos associados. Esta trata de organismo 
de tal foram complexo e de tamanho reduzido que são pequenas que apenas é possível a sua visualização 
com o auxílio do microscópio. Os microrganismos são seres extraordinários capazes de equilibrar uma 
cadeia alimentar através do seu metabolismo e reprodução. 
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A Microbiologia tem um papel crucial em outras áreas fundamental para a manutenção dos seres vivos 
nomeadamente bioquímica, genética e biologia molecular, assim como a área da biotecnologia que 
engloba, entres outras, a indústria alimentar e farmacêutica (Lopes & Fonseca, 1996). 
8.1.1.2. O MUNDO DOS MICRORGANISMOS 
Para o estudo das ciências biológicas, é inevitável o uso do tema Microbiologia e do termo 
microrganismos. Microrganismos são organismos que só são possíveis de serem visualizados ao 
microscópio devido às dimensões reduzidas. É possível dividi-los em dois grandes grupos: os seres 
celular, onde estão incluídas as bactérias (procariontes que detém membrana celular e outras estruturas 
celulares), os protozoários (microrganismos eucarióticos unicelulares e não apresentam parede celular, 
nem contém clorofila), as algas (semelhantes às plantas por conterem clorofila, apresentando uma parede 
celular rígida; podem ser nocivas por produzirem toxinas; são utilizadas nas mais variadas industrias 
como alimentar, farmacêutica, cosmética), e os fungos (podem ser unicelulares ou multicelulares, são 
eucariotos com parede celular rígida); os seres subcelulares, onde se incluem os vírus, seres que não são 
células como as descritas anteriormente visto que contêm somente um tipo de ácido nucleico, ARN ou 
ADN no interior de uma estrutura proteica), e também os plasmídeos, os viróides e os priões (Pelczar,Jr., 
et al., 1996). 
No interior da célula, todos os microrganismos possuem ribossomas e material genético (ADN). No caso 
dos eucariontes, estes contêm o material genético delimitado por uma membrana, possuindo igualmente 
outras estruturas como ribossomas e vários tipos de ARN. Por outro lado, nos procariontes o material 
genético é constituído por uma molécula de ADN circular não delimitado por membrana nuclear. 
Os microrganismos foram inicialmente descritos por Leeuwenhoek no século XVII, e como a evolução 
científica permitiu que o estudo do seu papel no meio ambiente e do seu metabolismo fosse mais 
aprofundado (Lopes & Fonseca, 1996). 
Depois de vários estudos efetuados, constatou-se que os microrganismos executam um papel 
fundamental nos ciclos biogeoquímicos na reutilização dos principais elementos componentes de todos 
os seres vivos e da natureza, como o azoto (N), o carbono (C) e o enxofre (S). Estes não devem ser 
negligenciados visto que eles existem por toda a parte, existem no ar, na água, nos alimentos e nos seres 
vivos, e sem eles a vida humana não existia. Porém, os microrganismos são igualmente causadores de 
doenças para o homem, pragas para a agricultura e pecuária, e por isso deve ser estudado o seu 
metabolismo e fisiologia. Um outro aspeto relevante para os estudos microbianos, é o facto de que em 
termos de parâmetros fisiológicos, os microrganismos apresentam a capacidade de se multiplicarem em 
situações extremas em que a maioria se outros organismos não o conseguem fazer. Estes tem a 
capacidade de se multiplicarem em condições de ausência de oxigénio (microrganismos anaeróbios); 
multiplicam-se em temperaturas perto dos 110°C (microrganismos termófilos); multiplicam-se em 
valores de pH próximo de 2 (microrganismos acidófilos) e superiores e 9 (microrganismos alcalíficos); 
multiplicam-se na presença de concentrações saturantes de sal (halófilos); multiplicam-se ainda em 
pressões da ordem das centenas de atmosferas (barófilos). Na tabela seguinte é possível visualizar de 
forma mais simplificada as comparações das características dos diferentes tipos de microrganismos 
(Manaia, 2006). Na tabela seguinte, são apresentadas algumas das características dos diferentes tipos de 
microrganismos (Procariontes, Eucariontes e Vírus). 
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Tabela 19 – Comparação das características dos diferentes tipos de microrganismos (Manaia, 2006) 
Características Procariotas Eucariotas Vírus 
Tamanho (ordem de grandeza) 0,5µm 10 µm 0,05 µm 
Informação genética Sim Sim Sim 
Estrutura celular Sim Sim Não 
Núcleo organizado Não Sim  
Organitos e compartimentos celulares Não Sim  
Comunicação intercelular Sim Sim  
Produção de energia Sim Sim Não 
Uso de luz (fotossíntese) Sim Sim  
Uso de composto orgânicos Sim Sim  
Uso de compostos inorgânicos Sim Não  
Recombinação genética Sim Sim Sim 
Patogénicos para os humanos Sim Sim Sim 
Aplicações biotecnológicas Sim Sim Sim 
 
Estas e outras características fazem com que estes microrganismos sejam admiravelmente versáteis nos 
ambientes que podem colonizar, nas transformações químicas que podem promover ou nos processos 
que usam para ultrapassarem as situações menos favoráveis com que muitas vezes são confrontados. As 
disparidades entre células eucarióticas e procarióticas não estão apenas relacionadas pela presença de 
núcleo e de dependências intracelulares. O formato como o genoma está estruturado e a forma como se 
gera a variabilidade genética evidenciam obedecer a regras diferentes (Manaia, 2006). 
8.1.1.3. COMUNIDADES BACTERIANAS 
As bactérias têm sido classificadas com base em: critérios morfológicos (desde Cohn em 1875), 
necessidades energéticas e fontes de carbono de carbono, utilização de certos compostos, presença e 
posição de flagelos e coloração de Gram (Lopes & Fonseca, 1996). 
Uma comunidade microbiana, sob condições de desenvolvimento naturais, inclui diversas espécies, 
nomeadamente bactérias, leveduras, bolores, algas e protozoários. Para a sua correta identificação é 
necessário ter a informação a cerca das diferentes tipologias, assim como a contagem dos diferentes 
organismos presentes. Este tipo de isolamento é vital para o conhecimento dos microrganismos que, por 
exemplo, fazem parte daqueles que são causadores de doenças. Este isolamento é essencial para o 
diagnóstico e tratamento médico correto de infeções causadas.  
Para a determinação das características e identificação de um microrganismo, este deve estar inserido 
numa cultura pura, que toda a população em redor foi originada da mesma célula parental. Porém, na 
Natureza os microrganismos existem em culturas mistas (cultura mista desenvolvida depois de 
espalhamento na Figura 27), que detém diferentes tipologias de bactérias. Logo, o primeiro passo será 
o isolamento das diferentes espécies em um só espécime. (cultura pura desenvolvida depois de 
isolamento na Figura 28) (Pelczar,Jr., et al., 1996). 
Para o isolamento e cultivo de colónias puras, foi necessário desenvolver um meio onde fosse possível 
o crescimento das colónias de microrganismos. Por isso foi desenvolvido um material nutritivo capaz 
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de assegurar o crescimento e reprodução destes, denominado de meio de cultura. Este meio pode ser 
realizado em laboratório através de pós-desidratados ou adquiridos previamente produzidos em placas 
de petri ou tubos de ensaio. Existe uma diversidade relativamente elevado de meios de cultura, todavia 
deve ser escolhido aquele que melhor se adapte à amostra e as necessidades nutricionais dos 
microrganismos. O ágar é um dos constituintes principais destes meios, e este tem a capacidade de 
solidificar o meio líquido, tornando-se assim capaz de hospedar o crescimento dos microrganismos. Esta 
característica faz com que o espalhamento de amostras e a contagem de microrganismos desenvolvidos 
seja mais rápida e simples. 
 
 
Figura 27 - Colónias de microrganismos que se desenvolveram em placas de ágar depois 
do espalhamento de uma amostra de resíduos mineiros. 
 
Figura 28 – Técnica realizada para o isolamento 
de microrganismos em placas de petri. 
8.1.1.4. INFORMAÇÃO GENÉTICA NOS MICRORGANISMOS 
Devido aos grandes avanços tecnológicos, foi possível dar um passo bastante importante no que diz 
respeito ao campo da biologia molecular, nomeadamente as técnicas de extração de ADN, amplificação 
pela técnica de PCR, eletroforese em gel dos produtos resultante da PCR e posterior sequenciamento 
das amostras de ADN. Estes avanços permitiram o desenvolvimento e a identificação de microrganismos 
desconhecidos e não identificados. 
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
67 
Para a obtenção da informação necessária para a identificação correta de bactérias foram necessários 
vários anos de investigação, visto que estas identificações eram feitas de acordo com os recursos 
praticados para a obtenção de carbono e energia, assim como os requisitos nutricionais necessários para 
o seu crescimento e o meio de cultura no qual o seu desenvolvimento era possível. Visto que estas 
metodologias proporcionavam dados e esclarecimentos com pouco conteúdo, foram desenvolvidas 
diferentes técnicas e metodologias, na qual se evidenciaram as tecnológicas com base nos ácidos 
nucleicos. (Wilson & Walker, 2005). 
Devido à enorme complexidade encontrada nas células vivas, estas evoluíram até se tornarem 
competentes para a transferência de informação genética para as futuras gerações, com recursos ao apoio 
fundamental das moléculas de ácidos nucleicos: o ADN (ácido desoxirribonucleico) e o ARN (ácido 
ribonucleico). O ADN assim como o ARN são longos polímeros de unidades simples de nucleótidos em 
cadeias definidas. Os nucleótidos são compostos por uma base nitrogenada, um grupo fosfato e uma 
ribose ou desoxirribose (pentoses), estes, estão presentes em vários processos metabólicos e são 
considerados subunidades dos ácidos nucleicos. No decorrer do processo de polimerização dos ácidos 
nucleicos, a junção de um nucleótido à cadeia em extensão acontece pela ação nucleofílica de uma 
hidroxila da pentose (3`-OH), do resíduo de nucleótido mais externo da cadeia, sobre o fosfato ∞ ligado 
ao carbono 5` da pentose (5`-PO4) do nucleótido que será incorporado resultante da libertação de um 
ião di-fosfato (Pelczar,Jr., et al., 1996). 
As bases adenina, guanina e citosina estão presentes igualmente nas moléculas de ácidos nucleicos, 
nomeadamente no ácido desoxirribonucleico e no ácido ribonucleico, enquanto a timina aparece 
exclusivamente nas moléculas de ADN e a uracila (U), nas moléculas de ARN. É do conhecimento geral 
que o ADN apresenta diferentes sequências de nucleótidos formando genes. Um gene é uma sequência 
específica de ácidos nucleicos. O genoma de um organismo é a sequência de ADN completa de um 
conjunto de cromossomas (totalidade de ADN presente na célula) (Madigan, et al., 2009). 
O ADN no seu estado natural apresenta-se em configuração de dupla hélice, com as fitas das sequências 
complementares ligadas entre si por pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas. Nas bactérias, o 
ADN tem uma configuração circular. Estes seres assexuados herdam cópias idênticas dos genes dos seus 
progenitores. Por outro lado, os vírus contêm uma informação genética relativamente reduzida em 
confrontação com as bactérias, estes utilizam os meios da célula hospedeira para a sua reprodução.  
Para a obtenção de ADN bacteriano é necessário usar técnicas apropriadas para a sua recolha e posterior 
utilização em técnicas moleculares. Existem então diferentes protocolos de extração de ADN que variam 
em função da espécie e do tecido a ser utilizado. Um dos principais aspetos a considerar é a quantidade 
de ADN necessária altera-se em função da técnica molecular a utilizar. Após o procedimento da extração 
torna-se vital proceder à PCR para amplificação de ADN. Com este processo conclui-se se a amostra 
testada tem elevadas quantidades de ADN quando é visualizado que o arrastamento das bandas é pouco 
definido ou pela deficiente quantidade de ADN, que pode ser observado pela não amplificação de 
segmentos de ADN ou por uma amplificação errada no perfil de eletroforese. 
8.1.1.5. TÉCNICA DE PCR 
A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) permite a 
amplificação de regiões do genoma em milhões de cópias, partindo de quantidades mínimas de ADN 
original, facilitando a análise genética e consequente desenvolvimento de técnicas de diagnóstico muito 
mais sensíveis relativamente às tradicionalmente utilizadas. É uma técnica amplamente utilizada em 
vários campos da ciência devido à alta especificidade e aplicabilidade, descrita por vários autores. 
Devido à importância da amplificação exponencial de cópias de ADN começando com pouca quantidade 
de ADN, permite o estudo da diversidade genética de populações e quantidade de material suficiente 
para o processo de sequenciação.  
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Para a realização da técnica se PCR subsiste a necessidade da aquisição de ácidos nucleicos, assim na 
literatura conseguimos encontrar uma serie de metodologias diferentes, cada uma dela destinada a 
pesquisas e finalidades diferentes, por isso existiu a necessidade de padronizar protocolos a serem 
utilizados em todas as fases do procedimento desde a obtenção dos ácidos nucleicos até à realização da 
técnica de PCR. Para que se consiga amplificar um determinado segmento de ADN, é necessário que as 
extremidades da sequência sejam conhecidas e que as amostras sejam submetidas e uma combinação 
rigorosa de temperatura e de tempo. Cada ciclo da técnica envolve três fases primordiais, 
designadamente: desnaturação, hibridização e extensão. Para a combinação de temperatura e de tempo 
é utilizado um aparelho denominado de termociclador que inclui programas específicos para que ocorra 
a amplificação. Este programa pode igualmente ser recriado para melhoria da técnica, assim como como 
o número de repetições por ciclo. O seguinte esquema mostra as diferentes fases que as amostras sofrem 
durante o período de tempo em que estão no termociclador. 
No término de um ciclo (composto pelas três etapas, desnaturação térmica, hibridização e extensão), 
todo o processo é repetido um determinado número de vezes de acordo com o programa escolhido e/ou 
configurado. À medida que ocorre um ciclo, o número de cópias da sequência em estudo (sequência 
alvo) é duplicada, ou seja, à medida que os ciclos vão ocorrendo, existe um aumento exponencial do 
número de sequências amplificadas. Isto não quer dizer que seja possível fazer um número de ciclos 
superior ao recomendado/aconselhado, pois as alterações efetuadas a este nível podem comprometer a 
especificidade da reação. 
Este processo de uma forma geral gera a amplificação de um grupo particular de microrganismos, 
quando a técnica é empregue depois da extração de ADN. 
8.1.1.6. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 
Estudos baseados no rRNA tornaram-se vitais para o estudo e avaliação das comunidades bacterianas, 
estes dependem inevitavelmente da amplificação fiel dos genes correspondentes da amostra de ADN 
original (Frank, et al., 2008). 
Para a visualização da amplificação de ADN é possível faze-la com recurso a gel de agarose. A 
eletroforese é uma técnica simples utilizada para purificar, separar e purificar fragmentos de ADN e 
proteínas (Maniatis, 1987). Esta técnica consiste na separação de moléculas ionizadas de acordo com o 
seu peso molecular e carga elétrica, isto é, as moléculas com carga negativa migram para o polo positivo 
(ânodo) e as moléculas com carga positiva migram para o polo negativo (cátodo) pela aplicação de um 
potencial elétrico. Este potencial elétrico é originado pelo desequilíbrio das duas regiões existentes na 
tina de eletroforese graças ao meio líquido, que é necessário colocar, que contem na sua composição 
eletrólitos. A diferencia de potenciais é então concebia pela ligação de dois elétrodos nas exterminadas 
e a sua ligação a uma fonte de alimentação. Os ácidos nucleicos, por serem carregados negativamente 
(agrupamento fosfato) migram sempre em direção ao polo positivo (ânodo). 
A solução tampão que deve ser utilizada para este procedimento é composta por duas frações, o tampão, 
no estado sólido) utilizado para a confeção do gel onde serão colocados os produtos de PCR e o tampão 
(no estado liquido) que vai ser colocado na tina de eletroforese na qual se encontram os elétrodos. O 
principal fator a ser considerado na seleção do tampão é a sua capacidade de tamponamento. As duas 
soluções tampão mais utilizadas na desvinculação por via de eletroforese de moléculas de ADN são 
TAE (tampão tris-acetato-EDTA) e TBE (tampão tris-borato-EDTA). A TAE é a solução tampão mais 
utilizada visto ser a solução mais facilmente esgotada para reações mais longas, por outro lado a solução 
tampão tem uma melhor capacidade tamponante, no entanto não deve utilizado para a purificação de 
ADN de géis. Em relação ao gel, este deve ser inerte para que não haja interferências na mobilidade das 
moléculas e a sua porosidade determina a resolução das bandas resultante da amplificação. 
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De uma forma geral, o princípio da eletroforese é utilizado, para a separação do ADN por exemplo, e 
baseia-se na carga total negativa do ADN (dada pelo oxigénio do grupo fosfato). Assim, fragmentos de 
ADN obtidos pela técnica de PCR podem ser separados pela aplicação de uma voltagem. No final do 
processo, as cadeias de ADN estão mais próximas do polo positivo e as bandas resultantes podem ser 
visualizadas no transiluminador depois da sua coloração em brometo de etídio. 
8.1.1.7. GENE 16S rRNA 
Os dados obtidos a partir da amplificação do 16S rRNA tem possibilitado a caracterização das estruturas 
da comunidade microbiana presente numa determinada amostra e a identificação de espécies 
preponderantes, que podem ser bastante uteis como indicadoras de qualidade de solo. Ocupa assim um 
lugar considerado bastante importante para o estudo da ecologia e da evolução microbiana. Este gene 
advém em todas as bactérias podendo ser comparado com o gene 16S rRNA das arqueobactérias e o 
gene 18S rRNA dos eucariontes (Plays, et al., 1997). 
Os ribossomas bacterianos são compostos por ARN ribossomal e diversas proteínas. Todos os 
ribossomas são constituídos por duas subunidades principais, a 40S (subunidade maior) e a 30S 
(subunidade menor). Na subunidade menor encontra-se o 16S rRNA e ainda 21 proteínas. Na 
subunidade maior situam-se as moléculas de 23S, 5S rRNA e ainda 31 proteínas (Woodson & Leontins, 
1998). 
O gene 16S rRNA é uma fração de sensivelmente 1500 nucleótidos, presente em todos os procariontes 
e concebe um grande número de informações uteis para as deduções filogenéticas, composto por regiões 
conservadas e variáveis, sendo estas subscrições únicas para qualquer bactéria e informação relevantes 
sobre a relação entre as mesmas (Amann, et al., 1995). Frequentemente são utilizados primers universais 
complementares às regiões conservadas no início do gene e na região dos 540pb, ou alternativamente 
no fim do gene nos 1550 pb, para amplificação por PCR do gene, sendo as zonas variáveis utilizadas na 
taxonomia comparativa. Se o caso de estudo em análise é a investigação de organismos desconhecidos 
sem que existam estudos os conhecimentos prévios do mesmo, a sequenciação do gene 16S rRNA é 
uma excelente ferramenta para efeito e é muito utilizada para esse fim. O gene 16S rRNA também pode 
ser designado de 16S rDNA e a terminologia tem sido usada de ambos os formatos na literatura, sendo 
a forma mais correta utilizada pela American Society for Microbiology a utilização do termo 16S rRNA 
como a forma correta (Clarridge, 2004). 
A sequenciação do gene 16S rRNA pode ser considerado um padrão de referência para a determinação 
e definição de espécies e géneros bacterianos, substituindo a hibridização DNA-DNA nesse papel de 
relevo, constituindo uma parte essencial da descrição de novos organismos para a sua correta 
identificação e descrição de comunidades bacterianas (Harmsen & Karch, 2004). 
8.1.1.8. SEQUENCIAMENTO DO ADN 
A sequenciação de ácidos nucleicos é um dos processos mais importantes para a investigação biológica 
e microbiológica, e por isso mesmo existem diferentes tecnologias de sequenciação que foram 
desenvolvidas e diversos estudos realizados para o seu aperfeiçoamento. O progresso na tecnologia foi 
estimulada pela avidez de alcançar e estudar sequências de elevada complexidade. 
O sequenciamento é uma última etapa do processo de identificação de comunidades bacterianas, que 
possibilita a aproximação da identidade filogenética para o seu estudo taxonómico. 
A reação ocorrida no processo de sequenciação de amostras com ADN é semelhante à reação ocorrida 
na técnica de PCR, onde amostra em estudo é multiplicada exponencialmente em milhares de cópias, 
porém neste procedimento apenas é utilizado um primer para a síntese das fitas de ADN. Este 
procedimento permite a determinação da sequência de nucleótidos, ou seja, a determinação da ordem 
das bases nitrogenadas adenina, guanina, timina e citosina das moléculas de ADN. 
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Os primeiros sequenciamentos realizados há algumas décadas possibilitaram o desenvolvimento de 
métodos de obtenção da sequência de ADN em laboratório. Um dos métodos até à data mais utilizado é 
o designado de método de terminação de cadeia, conhecido posteriormente por método de Sanger 
(terminação da cadeia simples de ADN), nome dado pelo seu criador Frederick Sanger. Este método 
atualmente ainda é utilizado, porém desde a sua primeira publicação foram realizadas algumas alterações 
para o melhoramento do processo pela adaptação de sistemas automatizados de sequenciamento, 
aperfeiçoando a técnica, diminuindo os erros associados assim como o tempo de corrida. 
Esta técnica tem como princípio geral a síntese de cadeias a partir do fragmento de ADN, este é 
fragmentado, separado e amplificado em plasmídeos. Existe então a hibridização com o primer 
(nucleótidos modificados) complementar a uma região específica de ADN. Nesta região, a nova fita de 
ADN é reproduzida pela enzima DNA polimerase (enzima capaz de replicar ADN). Durante a reação, 
são adicionados 4 desoxinucleotideos (dNTPs) e uma porção de nucleótidos terminadores 
(dideoxinucleotóideo (ddNTP)) à mistura do primer e da DNA polimerase. 
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8.2. ANEXO II - DIAGRAMA DE PROCESSO 
 
Figura 29 - Diagrama de processo do tratamento dos resíduos provenientes da exploração da Mina de Neves-Corvo (SOMINCOR - Sociedade Mineira de Neves Corvo, 2015). 
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8.3. ANEXO III - SEQUÊNCIAS DE DNA 
8.3.1. SEQUÊNCIA DE DNA - L1D 
 
Figura 30 – Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1D (Parte 1). 
INÍCIO 
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Figura 31 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1D (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.2. SEQUÊNCIA DE DNA - L1F 
 
Figura 32 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1F (Parte 1). 
INÍCIO 
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Figura 33 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1F (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.3. SEQUÊNCIA DE DNA - L1G 
 
Figura 34 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1G (Parte 1). 
INÍCIO 
ESTUDO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM LOCAIS DE DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS MINEIROS 
 
77 
 
Figura 35 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1G (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.4. SEQUÊNCIA DE DNA - L1GA 
 
Figura 36 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1GA (Parte 1). 
INÍCIO 
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Figura 37 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1GA (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.5. SEQUÊNCIA DE DNA - L1I 
 
Figura 38 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1I (Parte 1). 
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Figura 39 -Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1I (Parte 2). 
FIM 
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8.3.6. SEQUÊNCIA DE DNA - L2E 
 
Figura 40 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2E (Parte 1). 
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Figura 41 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2E (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.7. SEQUÊNCIA DE DNA - L1B 
 
Figura 42 -Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1B (Parte 1). 
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Figura 43 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1B (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.8. SEQUÊNCIA DE DNA - L2DA 
 
Figura 44 -Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2DA (Parte 1). 
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Figura 45 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2DA (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.9. SEQUÊNCIA DE DNA - L1E 
 
Figura 46 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1E (Parte 1). 
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Figura 47 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1E (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.10. SEQUÊNCIA DE DNA - L1H 
 
Figura 48 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1H (Parte 1). 
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Figura 49 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1H (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.11. SEQUÊNCIA DE DNA - L1II 
 
Figura 50 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1II (Parte 1). 
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Figura 51 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1II (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.12. SEQUÊNCIA DE DNA - L1V 
 
Figura 52 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1V (Parte 1). 
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Figura 53 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1V (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.13. SEQUÊNCIA DE DNA - L1X 
 
Figura 54 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1X (Parte 1). 
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Figura 55 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L1X (Parte 2). 
 
FIM 
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8.3.14. SEQUÊNCIA DE DNA - L2C 
 
Figura 56 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2C (Parte 1). 
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Figura 57 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2C (Parte 2). 
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8.3.15. SEQUÊNCIA DE DNA - L2D 
 
Figura 58 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2D (Parte 1). 
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Figura 59 - Sequência de nucleótidos obtida a partir da amostra L2D (Parte 2)
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8.4. ANEXO IV - DADOS DA PIROSEQUENCIAÇÃO 
Tabela 20 - Dados relativos ao processo de pirosequenciação da amostra em estudo. 
ID DNAT Taxonomia Filo Classe Ordem Família Género Espécie Percentagem 
denovo25 2 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylocystaceae Pleomorphomonas oryzae 0,02% 
denovo249 80 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae   0,87% 
denovo210 3 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales    0,03% 
denovo201 6 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Gallionellales    0,07% 
denovo130 7 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Denitrobacter  0,08% 
denovo1 638 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Thiomonas  6,92% 
denovo67 3 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae   0,03% 
denovo79 374 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Diaphorobacter  4,06% 
denovo84 3 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae   0,03% 
denovo145 11 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Thiomonas  0,12% 
denovo157 5 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae   0,05% 
denovo217 2 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Thiomonas  0,02% 
denovo85 4 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Hydrogenophilales Hydrogenophilaceae Thiobacillus  0,04% 
denovo93 2 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Hydrogenophilales Hydrogenophilaceae Thiobacillus  0,02% 
denovo156 35 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Hydrogenophilales Hydrogenophilaceae Thiobacillus  0,38% 
denovo24 28 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Dechloromonas  0,30% 
denovo66 2 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Dechloromonas  0,02% 
denovo126 21 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Azospira  0,23% 
denovo182 3 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae   0,03% 
denovo166 2 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria     0,02% 
denovo76 16 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae Alishewanella  0,17% 
denovo101 14 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae Alishewanella  0,15% 
denovo174 400 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Acidithiobacillales Acidithiobacillaceae   4,34% 
denovo3 2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,02% 
denovo14 166 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  1,80% 
denovo38 33 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,36% 
denovo54 5 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,05% 
denovo59 7 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,08% 
denovo65 4 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,04% 
denovo107 33 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Thiovirga  0,36% 
denovo159 2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae   0,02% 
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denovo169 3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,03% 
denovo186 6515 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  70,65% 
denovo221 4 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,04% 
denovo228 3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Halothiobacillaceae Halothiobacillus  0,03% 
denovo110 239 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter  2,59% 
denovo153 13 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter  0,14% 
denovo223 2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter  0,02% 
denovo146 51 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae   0,55% 
denovo46 2 Sem Classificação       0,02% 
denovo63 9 Sem Classificação       0,10% 
denovo219 17 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Thermomonas  0,18% 
denovo115 5 Bacteria       0,05% 
denovo150 4 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria     0,04% 
denovo238 14 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria     0,15% 
denovo241 3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria     0,03% 
denovo170 5 Sem Classificação       0,05% 
denovo33 8 Bacteria Proteobacteria      0,09% 
denovo214 404 Sem Classificação       4,38% 
denovo94 5 Bacteria Proteobacteria      0,05% 
denovo163 3 Bacteria Proteobacteria      0,03% 
Total 9222        100,00% 
 
 
